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Einzellige Mikroalgen wie die Grünalge Chlamydomonas reinhardtii stehen als potentielle Produk-
tionssysteme für nachwachsende Rohstoffe und Energieträger schon seit längerem im Fokus der bio-
technologischen Forschung. Als eine mögliche Plattform-Chemikalie eignet sich hierbei Glykolat. Es 
wird in Grünalgen unter niedrigen CO2-Konzentrationen als Teil des photorespiratorischen Stoffwech-
selwegs in den Zellen gebildet und ins umgebende Medium ausgeschieden. Um Chlamydomonas als 
nachhaltige Glykolat-Fabrik nutzen zu können, muss die Photorespiration der Zelle effektiv gesteuert 
werden. Ziel ist es, den fixierten Kohlenstoff maximal als Glykolat auszuscheiden, statt in neu entste-
hender Biomasse zu speichern. Zwei Mechanismen wirken dabei in Chlamydomonas der Glykolatpro-
duktion entgegen: 1) die kohlenstoff-konzentrierenden Mechanismen (carbon concentrating mecha-
nisms, CCMs), die zu einer nachträglichen Anreicherung von CO2 in der Zelle führen. 2) Die weitere 
Verstoffwechslung von Glykolat durch die Glykolatdehydrogenase (GYD).  
Phänotypisch ist die Hemmung der CCMs möglich über Zugabe des Sulfonamids Ethoxyzolamid 
(EZA). Zudem existieren bereits Mutanten mit einer loss-of-function-Mutation im cia5-Gen. Dieses in-
duziert als „master regulator“ die Aktivierung der CCMs (Fukuzawa et al., 2001; Xiang et al., 2001). 
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung einer Hochleistungsmutante für die biotechno-
logische Produktion von Glykolat. Dies geschah durch die konventionelle Kreuzung verschiedener 
Chlamydomonas-Mutanten, in denen die Expression des cia5- bzw. GYD-Gens inhibiert war. In zwei 
Teilschritten wurden Doppelmutanten (cia5 GYD) erzeugt. Dabei wurde im ersten Kreuzungsschritt 
zunächst die leistungsschwache cia5- bzw. GYD-Einfachmutante mit einem leistungsfähigen Wildtyp 
gekreuzt.  
Für die Auswahl geeigneter Wildtypen und Mutanten wurde ein Screening-Prozess entwickelt. 
Hierbei erwiesen sich hauptsächlich drei Messparameter als wichtig: Wachstumsrate, maximal erreich-
bare Photosyntheserate (Pmax) und Glykolatbildungsrate. Der Vergleich sechs verschiedener Wildtypen 
ergab signifikante Unterschiede in den phototrophen Wachstumsraten und den maximalen Photosynthe-
seraten. Diese Variabilität in der physiologischen Leistungsfähigkeit ist wohl auf ihre genetische Adap-
tion an unterschiedliche Umweltbedingungen zurückzuführen und demonstriert, wie entscheidend die 
sorgfältige Vorauswahl des Wildtypenstammes für ein biotechnologisches Projekt sein kann. 
Durch die Kreuzung der Wildtypen- und Mutantenstämme entstanden neue verbesserte cia5- und 
GYD-Mutanten. Die Raten von Wachstum, maximaler Photosyntheseleistung und Glykolatproduktion 
konnten durch das Einkreuzen wildtypischer Gene signifikant gesteigert werden. Die Arbeit zeigt somit 
erstmalig, dass die konventionelle Züchtung auch bei Mikroalgen eine geeignete Strategie zur Verbes-
serung komplexer physiologischer Merkmale darstellt.  
Im zweiten Teilschritt entstanden durch die die Kreuzung der verbesserten Einfachmutanten Dop-
pelmutanten (cia5 GYD). Wider Erwarten lagen die Glykolatproduktionsraten der Doppelmutanten 
ohne EZA-Zugabe niedrig. Durch EZA-Zugabe ließen sich die Raten weiterhin steigern. Hier kann dis-
kutiert werden, dass neben den bereits bekannten, über cia5 gesteuerten CCMs in Chlamydomonas zu-
sätzliche Mechanismen zur zellulären Kohlenstoffakkumulation existieren, die durch EZA-Zugabe un-
terdrückt werden. Weiterhin kann spekuliert werden, dass EZA womöglich das intrazelluläre Glykolat-
transportsystem positiv beeinflusst.  
Im Langzeitversuch wies die neu erzeugte Doppelmutante D6 eine Steigerung der Glykolatexkre-
tionsrate auf, die auch ohne EZA-Zugabe über mehrere Tage stabil blieb. Hier schien eine zeitliche 
Akklimatisierung an die veränderten Gaskonzentrationen stattzufinden. Die erfolgreiche Erzeugung der 
Doppelmutante D6 ist damit als ein erster Schritt zu sehen, eine EZA-unabhängige Hochleistungsmu-
tante für die Glykolatproduktion zu züchten. Zudem zeigt die vorliegende Arbeit, welches Potential die 
konventionelle Zucht von Chlamydomonas für die grüne Biotechnologie eröffnen kann.  
 
Abkürzungen 
a*phy   Chlorophyll a-spezifische Absorption 
Aqua dest.  destilliertes Wasser 
ANOVA  Einweg-Varianzanalyse (one-way analysis of variance) 
BASS  Bile acid/Sodium-Symporter 
CA  Carboanhydrase 
cAMP  Cyclisches Adenosinmonophosphat 
CCM  carbon concentrating mechanism, kohlenstoffkonzentrierender Mechanismus 
Chl a  Chlorophyll a 
Chl b   Chlorophyll b 
Chl  Chlorophyll 
Ci   anorganischer Kohlenstoff 
DNA   Desoxyribonukleinsäure (engl. deoxyribonucleic acid) 
EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 
EZA  Ethoxyzolamid 
GOX  Glykolat-Oxidase 
GVO  gentechnisch veränderter Organismus 
GYD  Glykolatdehydrogenase 
HCR  High-CO2-requiring 
HL  high light, Starklicht  
LHC  Light harvesting complex 
LL  low light, Schwachlicht 
ML  medium light, mittlere Lichtintensität 
MID   minus dominance 
Mt(+)  Paarungstyp „plus“ 
Mt(−)  Paarungstyp „minus“  
mRNA  mitochondriale RNA 
Mt   mating type, Paarungstyp 
NPQ  non-photochemical quenching, nicht-photochemisches Quenching 
NADH   Nicotinamidadenindinukleotid  
PAM   Puls-Amplituden-Modulation 
PGA  Polyglykolat  
PAR  photosynthetically active radiation, photosynthetisch aktive Strahlung 
PCR  Polymerase Chain Reaction, Polymerase-Kettenreaktion 
PGGL1  Plastidal glycolate glycerate translocator 1  
PSI  Photosystem I 
 
PSII  Photosystem II 
Qphar   photosynthetisch absorbierte Lichtquanten  
RNA   Ribonukleinsäure 
RuBP  Ribulose-1,5-Bisphosphat  
RNAi  RNA-Interferenz 
Rubisco  Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase 
RuBP  Ribulose-1,5-bisphosphat 
TAP  Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
üN  über Nacht 
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1.1 Die Energiewende - Erzeugung nachhaltiger Ressourcen  
Zu den größten Herausforderungen unserer Zeit gehört wohl die Umstellung von fossilen auf nach-
wachsende, klimafreundliche Energieträger und Rohölersatzstoffe. Mit einer wachsenden Weltbevölke-
rung und der damit einhergehenden expandierenden Wirtschaft steigt auch der Bedarf an fossilen Energie-
trägern (Hannon et al., 2010). Die starke Belastung der Atmosphäre mit Verbrennungsprodukten wie Koh-
lendioxid (CO2), Kohlenmonoxid oder Stickoxiden und weiteren Treibhausgasen treibt den Klimawandel 
weiter voran. Somit besteht nun ein rascher Handlungsbedarf, um auf die Nutzung dieser Rohstoffe zu 
verzichten und den Klimawandel aufzuhalten. Das Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC) 
kam bereits 2014 zu dem Schluss, dass die Steigerung der globalen Durchschnittstemperatur im Vergleich 
zum vorindustriellen Wert die 2°C-Marke nicht überschreiten darf, um die Auswirkungen des Klimawan-
dels noch kontrollieren zu können. Doch um dieses Ziel noch zu erreichen, müsste der Anteil an kohlen-
stofffreier bzw. kohlenstoffarmer Energieversorgung durch z.B. erneuerbare Energien bis zum Ende dieses 
Jahrzehnts verdrei- bis annähernd vervierfacht werden (Edenhofer et al., 2014). Dazu müssen neue Tech-
nologien entwickelt werden, die die globale Netto-CO2-Emissionsrate bis zur Mitte des Jahrhunderts auf 
Werte nahe Null bringen (Peters und Geden, 2017). Dies bedeutet eine tiefgreifende Umstellung der sozi-
alen industriellen Infrastruktur. 
All diese Faktoren haben in den letzten Jahren zu einem erhöhten Interesse an Technologien geführt, 
die eine klimafreundliche Alternative zu fossilem Kohlenwasserstoff darstellen und somit Kohlendioxid 
einsparen oder aus der Atmosphäre binden. Pflanzliche Organismen, welche durch Sonnenlicht aus CO2 
organische Verbindungen aufbauen können, stehen dabei schon lange im Fokus der Forschung.  
Besonders Mikroalgen bieten eine Reihe von Vorteilen, die sie für eine großtechnische Produktion 
nachwachsender Rohstoffe als interessante Kandidaten ausweist. Sie sind effiziente CO2-Fixierer, die für 
mehr als 40 % der globalen Kohlenstofffixierung verantwortlich sind (Hannon et al., 2010). Anders als zur 
Kraftstofferzeugung oft genutzte Landpflanzen wie Mais, Raps oder Zuckerrohr stehen Anzucht und Pro-
duktion von Mikroalgen nicht mit der Nahrungsmittelproduktion in Konkurrenz um kostbares Ackerland 
– dies macht sie besonders unter Rücksichtnahme auf die zukünftige Ernährung der wachsenden Weltbe-
völkerung attraktiv (Schenk et al., 2008). Da die Anzucht der Algen in Reaktorsystem stattfindet, ist sie 
unabhängig vom Standort und selbst auf geringem Raum möglich. Hinzu kommen ein im Vergleich zu 
Landpflanzen niedrigerer Wasser- und Nährstoffbedarf. Mikroalgen sind effizient in der Aufnahme von 
Nitraten oder Phosphaten, sodass sich die zusätzliche Möglichkeit ergibt, schadstoffbelastetes Abwasser 
als kostengünstiges Düngemittel zu verwenden, welches im Zuge dieses Prozesses gereinigt wird. Insge-
samt ist damit ihr energetischer Wirkungsgrad verglichen mit Landpflanzen um ein Vielfaches höher (Dis-
mukes et al., 2008). Aufgrund all dieser Charakteristika bieten Mikroalgen vielfältige Einsatzmöglichkei-
ten in der Biotechnologie und können als Ausgangspunkt für die Entwicklung einer Plattform für die Pro-
duktion von konkurrenzfähigen Biokraftstoffen dienen.   
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1.2 Nachteile der biomassebasierten Kraftstofferzeugung und das Konzept der 
„New Green Chemistry“  
Trotz aller Forschung, welche bereits in die Entwicklung neuartiger Technologien investiert wurde, 
müssen sich die meisten bisher entworfenen Lösungswege mit dem Problem auseinandersetzen, dass 
die energetischen Kosten für Biomasseproduktion und Aufreinigung des gewünschten Endprodukts oft 
die in den Endprodukten gespeicherte Energie übersteigen.  
Dies liegt zum einen daran, dass die Algen-
zelle nur einen Bruchteil der in der Photo-
synthese absorbierten energetischen Strah-
lung zum Aufbau der gewünschten Endpro-
dukte verwendet (vgl. Abb. 1.2; Wilhelm 
und Jakob, 2011). Ein großer Teil der absor-
bierten Energie wird bereits in den Anten-
nenkomplexen über Prozesse wie die Chlo-
rophyllfluoreszenz und die Wärmedissipa-
tion wieder abgeführt, um eine schädliche 
Überanregung der Photosysteme zu vermei-
den. Von dem Anteil, der effektiv in der 
photochemischen Reaktion umgesetzt wird, 
gehen weitere Verluste ab, die durch ver-
schiedene metabolische Prozesse entstehen. 
Hierzu gehören die beständig ablaufende 
mitochondriale Respiration der Zelle und alternative Elektronentransportwege, wie die Photorespiration 
oder auch die Wasser-Wasser-Reaktion (Asada, 1999), aber auch die Reduktionsreaktionen bei der As-
similiation von Stickstoff und Schwefel, für die Elektronen benötigt werden. Stressfaktoren in Form von 
z.B. einem Überangebot an Licht führen weiterhin dazu, dass die Zelle Kosten in Reparatur und Akkli-
matisierung investieren muss. Das Zusammenspiel all dieser Prozesse führt dazu, dass in der Regel nur 
ein geringer Teil der absorbierten Energie in verwertbarer Biomasse fixiert wird.  
Zu den metabolischen Kosten, die sich negativ auf die Energiebilanz auswirken, kommen zudem 
noch technische Kosten hinzu für den Betrieb des Reaktors (Temperierung, Mischen etc.), das Ernten 
der Zellen und die Aufwertung und Weiterverarbeitung des Endprodukts. Somit entsteht nach Aufrech-
nung aller energetischen Kosten netto oftmals keine positive Energiebilanz (Weinberg et al., 2012; Wil-
helm et al., 2014). 
Dies ist jedoch im Sinne einer Kosten-Nutzen-Analyse nicht zielführend für die Einführung neuer, 
umweltverträglicher Technologien. Hier ist es demnach wichtig, dass Lösungswege entwickelt werden, 
bei welchen wenig Energie für unerhebliche Stoffwechselwege aufgewendet werden muss. Ein ideales 
Endprodukt sollte daher am Beginn einer Stoffwechselkette stehen, so dass nur eine minimale Anzahl 
an Konversationsschritten vonnöten ist und die Energieübertragung vom Photon bis zum Endprodukt 
Abb. 1.1: Weg der Energie in Chlamydomonas reinhardtii 
(aus Wilhelm et al., 2012; nach Daten von Langer et al., 2009) 
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möglichst effizient bleibt. Hierzu legt das neuartige Konzept der „New Green Chemistry“ den Fokus 
nicht auf die Generation und das Abernten einer vorzugsweise hohen Biomasse, sondern gewinnt das 
Produkt, indem die Algen unmittelbar im Reaktor „gemolken“ werden. Da hierbei die zelluläre Bio-
masse erhalten bleibt, entfallen die energetischen Kosten für eine Neuanzucht. Mittels Photosynthese 
werden organische Kohlenstoffverbindungen produziert, ohne dass dabei Energie für die Konversati-
onsschritte bei der Biomassebildung aufgewandt wird (Wilhelm, 2012). Als ein mögliches Endprodukt 
eignet sich dabei Glykolat, welches von Grünalgen wie Chlamydomonas reinhardtii direkt in die Um-
gebung abgesondert werden kann (Moroney et al., 1986).  
 
1.3 Chlamydomonas reinhardtii als Hoffnungsträger der Grünen Biotechnologie  
Die einzellige Grünalge Chlamydomonas reinhardtii ist für Biotechnologen aus mehreren Grün-
den von Interesse. Als typischer Modellorganismus ist sie bereits gut studiert und weist das umfang-
reichste Repertoire an genetischen Werkzeugen und Analysemethoden unter allen Mikroalgen auf. 
Durch genetisches Engineering der drei Genome im Nukleus, Chloroplasten und Mitochondrium 
konnte bereits die Herstellung verschiedener Biokraftstoffe angeregt werden, wie Biodiesel, Biogas 
und Biowasserstoff, aber auch anderer ökonomisch wertvoller Bioprodukte. Unter letztere fallen u.a. 
therapeutische Proteine, die z.B. als Antikrebsmittel eingesetzt werden können, monoklonale Anti-
körper oder hochwertige Zusätze für Nahrungsergänzungsmittel wie organisch produziertes Selen o-
der Carotinoide (Scranton et al., 2015). Besonders die Möglichkeit zum genetischen und metaboli-
schen Engineering im Chloroplast ist ein wichtiges Werkzeug, um robuste Stämme für den Außen-
einsatz zu entwickeln, die eine effiziente Lichtabsorption und Photosynthese und somit gute Wachs-
tumseigenschaften vorweisen können. Hierunter fällt zum Beispiel die Erzeugung von Knockdown-
Mutanten mittels Gene Silencing durch RNA-Interferenz oder artifizielle microRNAs (Schroda, 2006; 
Zhao et al., 2009). Alternativ können Gene auch durch insertionale Mutagenese ausgeschaltet werden. 
Eine Bibliothek aus verschiedenen Insertionsmutanten wird seit einigen Jahren entwickelt. Zurzeit 
umfasst sie bereits rund 37.000 verschiedene Mutanten und deckt damit etwa 73 % des Genoms von 
Chlamydomonas reinhardtii ab (chlamylibrary.org; Mitteilung vom 20. April 2016).  
Eine andere Möglichkeit zur Erzeugung neuer Stämme liegt in der Methode der konventionellen 
Kreuzung wildtypischer Algenstämme. Chlamydomonas reinhardtii ist bisher die einzige Mikroalge, 
bei welcher derartige Methoden weit genug entwickelt und beschrieben sind, dass Zuchtprogramme 
standardmäßig angewendet werden können (Georgianna und Mayfield, 2012). Auch hier liegt noch 
viel mögliches Potenzial für genetische und physiologische Optimierung, wie leicht ersichtlich wird, 
wenn man allein auf die lange Geschichte der Domestizierung von Wildpflanzen zurückblickt, aus 
welchen unsere heutigen, stark an menschliche Bedürfnisse angepassten Kulturpflanzen hervorgegan-
gen sind. Eine ähnliche Vorgehensweise ist auch für Chlamydomonas denkbar: Nach der Auswahl 
geeigneter Phänotypen mit den gewünschten Merkmalen können aus diesen durch konventionelle 




1.4 Der Lebenszyklus von Chlamydomonas reinhardtii 
Den größten Teil ihrer Lebenszeit verbringen Chlamydomonas-Zellen in ihrer vegetativen Phase, 
in welcher sie haploid sind und sich asexuell durch Teilung vermehren. Unter widrigen Umweltbedin-
gungen, welche im Labor in der Regel durch Stickstoffmangel simuliert werden, differenzieren sich die 
Zellen zu Gameten um, die dann der sexuellen Fortpflanzung dienen (Abb. 1.2). Diese Gametogenese 
geht mit einer umfangreichen Umgestaltung der Zelle einher. Chlamydomonas reinhardtii bildet dabei 
isogame Gameten, die sich morphologisch nicht unterscheiden. Sie zeigen jedoch ein unterschiedliches 
Verhalten während der Paarung, abhängig von ihrem Paarungstyp, und werden daher als Plus(mt+)- und 




Abb. 1.2: Der Lebenszyklus der Grünalge Chlamydomonas reinhardtii. Chlamydomonas kann sich sowohl 
vegetativ durch asexuelle Teilung vermehren als auch sexuell. In letzterem Fall stimuliert Stickstoffmangel die 
Gametogenese. (Mt+)- und (mt−)-Gameten verschmelzen zu einer diploiden Zygote, aus welcher sich nach einer 
meiotischen Teilung erneut vegetative Zellen bilden. (Verändert nach Pan und Snell, 2000.)  
 
Bereits in frühen Studien konnte festgestellt werden, dass die Determination des Paarungstyps einer 
Chlamydomonas-Zelle einem einfachen Mendelschen Erbgang folgt. Dabei wird das Geschlecht durch 
die An- oder Abwesenheit eines einzigen Gens, des paarungstypspezifischen Minus-Dominanz-Gens 
(minus dominance, MID), festgelegt. Liegt das Gen in der haploiden Zelle vor, so entsteht ein Minus-
Typ-Gamet, in Abwesenheit des Gens entwickelt sich stattdessen ein Plus-Typ-Gamet. Später konnte 
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der mt−/mt+-Locus auf Chromosom VI nachgewiesen werden. Er weist eine Größe von etwa einer Me-
gabase auf. Eingebettet in diese Sequenz der Desoxyribonukleinsäure (DNA) befindet sich ein etwa 
200-kb großes Fragment, welches als R-Domäne bezeichnet wird und für jeden der beiden Paarungs-
typen einzigartig ist. Im mt−-Paarungstyp enthält diese Region u.a. das mid-Gen. Im mt+-Paarungstyp 
dagegen liegt hier ein Gen für das fus1-Protein vor, welches im späteren Verlauf der Paarung zur 
Ausbildung spezieller Paarungsstrukturen im mt+-Gamet beiträgt (Ferris et al., 2003; Goodenough et 
al., 2007). 
Auf der Suche nach einem Paarungspartner sind die Chlamydomonas-Gameten sehr mobil. Tref-
fen in dem wilden Schwirren der Zellen Gameten zweier verschiedener Paarungstypen aufeinander, 
triggert die Adhäsion ihrer Flagellen die darauffolgende Paarungsreaktion. Die Oberfläche der Gei-
ßeln ist mit paarungsspezifischen Agglutininen besetzt, die den Kontakt beider Zellen vermitteln (A-
dair et al., 1983; Ferris et al., 2005). Hierdurch kommt es zur Aktivierung der Adenylyl-Zyklase in-
nerhalb der Zellen, durch deren Aktivität die Konzentration des sekundären Botenstoffes Cyclisches 
Adenosinmonophosphat (cAMP) rasch um rund das Zehnfache ansteigt (Pasquale und Goodenough, 
1987; Saito et al., 1993). Als Folge dieser Signalkaskade werden Proteasen freigesetzt, speziell das 
Autolysin (auch gametic lytic enzyme, GLE), ein Enzym, welches die Auflösung der Zellwand ver-
mittelt (Matsuda et al., 1987; Kinoshita et al., 1992) und somit einen fusionsfähigen Protoplasten 
generiert. Am apikalen Ende der Zelle bilden sich spezielle Paarungsstrukturen aus. Hier entwickelt 
sich in den mt+-Gameten ein Befruchtungstubulus (fertilization tubule), ein aktin-gefülltes Zellan-
hängsel, das Kontakt zur Paarungsstruktur des Partners aufnimmt und die Verschmelzung der nackten 
Zellen initiiert. Aus der Fusion geht zunächst ein Quadriflagellat hervor, der nach Abwurf seiner vier 
Flagellen zu einer Zygote heranreift. Die junge Zygote bildet allmählich eine dicke Zellwand aus, 
welche das Überleben in einem Überdauerungsstadium unter widrigen Umweltbedingungen garantiert 
und sie vor Austrocknung oder Kälte schützt (Cavalier-Smith, 1976; Minami und Goodenough, 1978; 
Goodenough et al., 2007). Des Weiteren besitzt die Zygote einen erhöhten Carotinoidgehalt, vermut-
lich zum Schutz vor UV-Strahlung.  
Günstige Umweltbedingungen wie Licht und die Verfügbarkeit von Stickstoff stimulieren das 
Ausreifen der Zygote. Dabei werden in einer meiotischen Teilung vier neue haploide Zellen gebildet, 
die sich dann erneut in vegetativer Weise vermehren können.  
 
1.5 Die Glykolatexkretion in Grünalgen  
Der Aufbau von Glykolat ist Bestandteil der Photorespiration, auch Lichtatmung genannt (Abb. 
1.3). In diesem Prozess wird molekularer Sauerstoff statt CO2 von dem Enzym Ribulose 1,5-Bisphos-
phat-Carboxylase/Oxygenase (Rubisco) fixiert (Oxygenasefunktion). Rubisco kann nur schlecht zwi-
schen diesen beiden relativ eigenschaftslosen Molekülen unterscheiden. Der Versuch, mithilfe der Gen-
technologie die Substratspezifität der Rubisco zugunsten von CO2 zu erhöhen, führt zu einer geringeren 
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Wechselzahl der Umsatzreaktion. Umgekehrt geht eine Erhöhung der Enzymproduktivität zulasten sei-
ner Substratspezifität (Tcherkez et al., 2006). Obwohl die Rubisco im Vergleich zu anderen Enzymen 
auf den ersten Blick eher leistungsschwach und schlecht optimiert wirkt, scheint es also, dass verschie-
dene Rubisco-Spezies bereits nahezu perfekt an ihre jeweiligen Umweltbedingungen angepasst sind. 
Durch die Fixierung von Sauerstoff an das Akzeptormolekül Ribulose-1,5-Bisphosphat entstehen 
3-Phosphoglycerat und 2-Phosphoglykolat. Während 3-Phosphoglycerat im Calvin-Zyklus weiter um-
gesetzt werden kann, muss der Kohlenstoff aus dem C2-Körper über mehrere Reaktionen wieder zu 3-
Phosphoglycerat umgewandelt werden (C2-Zyklus), wobei ein Molekül CO2 freigesetzt wird. Der pho-
torespiratorische Weg dient damit zum einen dazu, einem Kohlenstoffverlust durch die unvermeidbare 
Oxygenierungsreaktion der Rubisco entgegenzuwirken und letztendlich Ribulose-1,5-Bisphosphat 
(RuBP) zu regenerieren. Gleichzeitig übernimmt der Stoffwechselweg die Entfernung des toxischen 
Phosphoglykolats, welches sich hemmend auf mindestens zwei plastidäre Enzyme auswirkt: die Trio-
sephosphat-Isomerase (Anderson, 1971) und die Phosphofruktokinase (Kelly und Latzko, 1976).  
 
1.5.1 Der C2-Zyklus  
Der erste Schritt im C2-Zyklus ist die Umwandlung des 2-Phosphoglykolats zu Glykolat. Den 
Transport über die Chloroplastenmembran vermittelt der Glykolat/Glycerat-Antiporter PLGG1 (plasti-
dal glycolate glycerate translocator 1) (Pick et al., 2013). Die weitere Metabolisierung des Glykolats 
erfolgt im Mitochondrium. Anders als in Landpflanzen, in welchen das Enzym Glykolat-Oxidase (GOX) 
die Verstoffwechslung des Glykolats übernimmt, besitzen viele Grünalgen, so auch Chlamydomonas 
reinhardtii, ein mitochondriales Enzym namens Glykolatdehydrogenase (GYD) (Beezley et al., 1976; 
Chauvin et al., 2008). Dieses Enzym katalysiert die Oxidation von Glykolat zu Glyoxylat, welches an-
schließend über eine Transaminierung zu Glycin umgesetzt wird. Zwei Glycinmoleküle vereinigen sich 
zu einem Molekül Serin, unter Abspaltung von NH3 und CO2. Serin wird anschließend über Hydro-
xypyruvat zu Glycerat umgesetzt. Bei dieser Reaktion wird ein Molekül Nicotinamidadenindinukleotid 
(NADH) verbraucht. Das entstandene Glycerat gelangt anschließend zurück in den Chloroplasten, wo 
es unter Verbrauch eines Moleküls ATP zu 3-Phosphoglycerat phosphoryliert wird. 3-Phosphoglycerat 
kann dann regulär in den Calvin-Zyklus eingespeist werden.  
Netto werden in der Phosphosrespiration also zwei Moleküle Glykolat unter Abspaltung von einem 
Molekül CO2 in ein Molekül 3-Phosphoglycerat umgewandelt. Auf diese Weise können bis zu 75 % des 
als Glykolat fixierten Kohlenstoffs „gerettet“ werden (Bauwe et al., 2010). Weitere Kosten entstehen 
bei der Reassimilation des entwichenen NH3 über den Einbau in die Aminosäure Glutamin. Formal 
werden somit insgesamt 4,75 Adenosintriphosphat (ATP) und 3 Reduktionsäquivalente pro Oxygenie-
rung eines Moleküls RuBP verbraucht. Geht man davon aus, dass ein Viertel aller Umsätze der Rubisco 
auf die Oxygenierungsreaktion entfallen, so erhöhen sich die energetischen Kosten für die Photosyn-
these durch die Oxygenierungsreaktion der Rubisco um zusätzliche 50 % (Peterhansel et al., 2010; Ha-
gemann und Bauwe, 2016). Nicht umsonst wurde die Photorespiration lange von vielen Forschern als 
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„der verschwenderischste Prozess auf Erden“ tituliert (Artus et al., 2008; Foyer et al., 2009). Trotz der 
energetischen Kosten ist dieser Stoffwechselweg allerdings ein essentieller Mechanismus für die Zelle, 
um der stetigen Verarmung des Akzeptormoleküls RuBP durch die Oxygenierung entgegenzuwirken 
und toxisches Phosphoglykolat zu entfernen. Mutanten mit dem „photorespiratorischen Phänotyp“, in 
denen dieser Stoffwechselweg ausgefallen ist, sind unter atmosphärischem CO2-Gehalt nicht überle-
bensfähig (Somersvile, 2001; Eisenhut et al., 2008).  
 
 
Abb. 1.3: Der C2-Zyklus in Grünalgen. Schematische Darstellung nach Harris, 2009.  
 
 
1.5.2 Glykolat als Exkretionsprodukt der Zelle 
Neben der Metabolisierung des in der Photorespiration entstehenden 2-Phosphoglykolats haben 
Grünalgen zusätzlich die Option, Glykolat aus der Zelle auszuscheiden und damit an die Umwelt zu exk-
retieren. Dies geschieht vermutlich vor allem dann, wenn der dem Glykolat nachgelagerte Metaboliten-
strom die enzymatische Kapazität des C2-Zyklus übersteigt (Spalding, 2009). Tolbert und Zill konnten 
bereits 1956 nachweisen, dass Chlorella bei niedrigem CO2-Gehalt Glykolat ins umgebende Medium aus-
scheidet. Auch für Chlamydomonas ist dieser Mechanismus seit längerem bekannt (Nelson und Tolbert, 
1969; Moroney et al., 1986). 
Auf welchem Weg Glykolat nach dem Transport aus dem Chloroplasten aus der Zelle gelangt, ist 
noch ungeklärt. Für die Aufnahme von Glykolsäure in die Zelle als Kohlenstoffquelle wurde die Existenz 
spezifischer Transportproteine bereits nachgewiesen (Wilson und Tolbert, 1991). Vermutlich wird ein ähn-
liches Transportsystem auch für die Exkretion von Glykolat verwendet.  
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Bei hohen Photorespirationsraten, wie sie z.B. an sonnigen Tagen unter erhöhter Umgebungstempe-
ratur vorkommen, kann das Ausscheiden von Glykolat den Algen zwar dazu dienen, die toxische Substanz 
rasch aus der Zelle zu entsorgen. Allerdings ist der Kohlenstoffverlust bei der Glykolatexkretion deutlich 
höher als über den Recyclingprozess des C2-Zyklus (Tolbert, 1997; Bauwe et al., 2010). Somit ist es für 
die Zelle nicht sinnvoll, den Exkretionsprozess über längere Zeit aufrecht zu erhalten. Der Glykolatexkre-
tion wirken hauptsächlich zwei Mechanismen entgegen: 1) die energetisch vorteilhaftere Verstoffwechs-
lung des Glykolats, mit der Umwandlung zu Glyoxylat durch die Glykolatdehydrogenase als ersten Schritt, 
und 2) die Unterdrückung des Photorespirationsprozesses durch die Aktivierung kohlenstoffkonzentrie-
render Mechanismen. 
 
1.5.3 Die Rolle der Glykolatdehydrogenase 
Die Glykolathydrogenase, ein mitochondriales Enzym von etwa 120 kDa, übernimmt die Verstoff-
wechslung des anfallenden Glykolats während der Photorespiration. Chlamydomonas-Mutanten, in wel-
chen eine Störung in diesem Gen vorliegt, sind nicht zur Photorespiration befähigt und können daher 
nicht bei atmosphärischem CO2-Gehalt überleben. Damit weisen sie den typischen „high-CO2-requi-
ring“-(HCR)-Phänotyp auf. Als Folge der defekten Glykolatdehydrogenase akkumuliert Glykolat ver-
mehrt in der Zelle. Da es toxisch wirkt, wird es ausgeschieden. GYD-Mutanten, wie z.B. CC-4160 
HCR89, zeigen daher auch bei höherem CO2-Gehalt eine erhöhte Glykolatausscheidungsrate im Ver-
gleich zum Wildtyp (Nakamura et al., 2005).  
 
1.5.4 Kohlenstoffkonzentrierende Mechanismen 
Unter den kohlenstoffkonzentrierenden Mechanismen (carbon concentrating mechanisms, CCM) 
versteht man eine Reihe von Regulierungsmechanismen, welche es den Zellen ermöglichen, CO2 trotz 
niedriger Umgebungskonzentrationen im Umfeld der Rubisco anzureichern und somit die Photorespi-
ration zu unterdrücken. Diese Mechanismen sind selbst bei atmosphärischem CO2-Gehalt in der Regel 
aktiv. Warum sie benötigt werden, wird klar, wenn man einen Blick auf die in hohem Maße wechselnden 
Umweltbedingungen wirft, denen Grünalgen in der Regel ausgesetzt sind. Speziell das Nährelement 
Kohlenstoff hat einen hohen Einfluss auf ihren Stoffwechsel, da die Photosynthese hauptsächlich durch 
CO2 limitiert ist. Das Schlüsselenzym der Photosynthese, die Rubisco-Typ-I, hat zwar eine höhere Af-
finität zu CO2 als zu O2 und fixiert ersteres Molekül damit bevorzugt. Der Km-Wert beträgt für CO2 11 
µM, für O2 lediglich 295 µM (Andrews und Whitney, 2003). Allerdings lebt Chlamydomonas reinhard-
tii als Süßwasseralge im Boden und in Gewässern (Smith, 1955), und in wässriger Umgebung liegt die 
Konzentration von Sauerstoff etwa 20-fach höher als die von CO2 (Reumann et al., 2006). Das bedeutet, 
dass jede vierte bis zweite Umsatzreaktion der Rubisco auf die Oxygenasefunktion entfällt. Selbst wenn 
das entstehende Glykolat nicht von der Zelle ausgeschieden wird und der fixierte Kohlenstoff zu ¾ im 
C2-Zyklus wiedergewonnen werden kann, so geht damit ein Verbrauch an ATP und Reduktionsmittel 
einher, was sich hemmend auf die Photosynthese auswirkt.  
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Die CCMs sorgen dafür, dass die Konzentration in der unmittelbaren Umgebung der Rubisco kon-
stant hoch bleibt. Etwa die Hälfte der Fixierung von anorganischem Kohlenstoff auf der Erde läuft mit 
der Hilfe von CCMs ab (Raven et al., 2008). Chlamydomonas ist in der Lage, seinen intrazellulären Pool 
an anorganischem Kohlenstoff (Ci) im Falle niedriger extrazellulärer CO2-Konzentration gegenüber 
dem Außenmedium um bis um das 40-fache zu erhöhen (Badger et al., 1980). Dazu besitzt die Alge auf 
der Zelloberfläche, aber auch in der Chloroplastenmembran verschiedene Pumpen und Transporter, die 
sowohl gelöstes CO2 als auch HCO3- aktiv bis in den Chloroplasten hineintransportieren. Das Gleich-
gewicht dieser beiden Ci-Spezies ist hauptsächlich vom pH-Wert der Umgebung abhängig. Der pKa-
Wert für Kohlensäure liegt bei 6,4, allerdings läuft die natürliche Umwandlung zwischen CO2 und 
HCO3- für physiologische Zwecke recht langsam ab. Aus diesem Grund und um der lokalen Verarmung 
einer der beiden Spezies vorzubeugen, spielen auch Carboanhydrasen (CA) bei der effektiven Funkti-
onsweise der CCMs eine wichtige Rolle. Sie wandeln beide Spezies ineinander um und halten damit 
den aktiven Einstrom an CI über die verschiedenen Zellkompartimente aufrecht. Speziell im sauren 
Thylakoidlumen muss die Spezies HCO3- mittels einer α-type Carboanhydrase (CAH3) zu CO2 umge-
wandelt werden, da die Rubisco als Substrat für die Carboxylierungsreaktion nur CO2 akzeptiert (Wang 
et al., 2015).  
Die Rubisco selbst ist in einem speziellen subzellulären Kompartiment innerhalb des Chloroplasten 
angereichert, dem Pyrenoid. Im Inneren des Pyrenoids werden hohe Konzentrationen des Enzyms er-
reicht und spezielle Proteinstrukturen erhalten die mit CO2 angereicherte Umgebung und verhindern 
eine Auswärtsdiffusion des Moleküls (Yamano et al., 2010).  
Auf welche Art und Weise Chlamydomonas den sich verändernden CO2-Gehalt in der Umgebung 
registriert, welcher Art der Sensor ist und wie er die Information weiterleitet, ist zurzeit noch nicht mo-
lekular aufgeklärt. Die CCMs werden bereits in den ersten 20 min nach Umsetzen von sättigendem (5 %) 
auf niedrigen (≤ 0,4 %) CO2-Gehalt aktiviert und sorgen auf Ebene der Zellkultur für eine rasche Ab-
nahme der Glykolatexkretion. Eine Schlüsselrolle bei der Aktivierung der CCMs nimmt das Genprodukt 
des cia5-Gens ein, auch ccm1 genannt (Fukuzawa et al., 2001; Xiang et al., 2001). Das cia5-Genprodukt 
ist ein hydrophiles Protein, welches im Nukleus lokalisiert ist und zwei Zink-Finger-Domänen besitzt, 
die vermutlich für die Interaktion mit der DNA benötigt werden (Kohinata et al., 2008). Es reguliert bis 
zu 15 % aller Gene im Genom von Chlamydomonas reinhardtii und ist unter anderem beteiligt an der 
Aktivierung zahlreicher Carboanhydrasen, am Aufbau des Pyrenoids und an der Aktivierung photore-
spiratorischer Gene, zu denen unter anderem auch das Gen für die Glykolatdehydrogenase gehört (Miura 
et al., 2004; Fang et al., 2005). Aufgrund seines umfassenden Einflusses gilt cia5 auch als „Master-
Regulator“ der CCMs. 
Die CCMs lassen sich durch Hemmstoffe wie Ethoxyzolamid (EZA) deaktivieren. Deren Zugabe 
führt dazu, dass auch in Wildtypzellen gleichbleibend hohe Glykolatexkretion über längeren Zeitraum 




1.6  Glykolat als Plattform-Chemikalie in der industriellen Biotechnologie 
Die Aktivierung des photorespiratorischen Stoffwechselweges ist im Bioreaktor gut induzierbar, 
indem die O2-Konzentration im zugeführten Gasgemisch erhöht wird. Glykolat ist insbesondere deswe-
gen als Stoffwechselprodukt interessant, da es als potentielle Plattform-Chemikalie genutzt werden 
kann. Aus dieser kann z.B. durch chemische Umwandlung eine Vielzahl an anderen nutzbringenden 
Substanzen gewonnen werden, wie beispielsweise Polyglykolat (PGA). PGA findet im biomedizini-
schen Bereich Anwendung als Material für resorbierbare Wundfäden (Gilding und Reed, 1979) und 
kann leicht aus Glykolat über Polykondensation durch Erhitzen hergestellt werden. Auch als nachhalti-
ges Verpackungsmaterial für Nahrungsmittel, Getränke oder andere schnelldrehende Produkte (Fast 
Moving Consumer Goods; FMCG) eignet sich PGA gut, da es biologisch abbaubar ist (Cooper, 2013). 
Neben einer biochemischen Weiterverarbeitung des Glykolats ist auch eine Kopplung des Algen-
reaktors mit einem bakteriellen Reaktor denkbar. Hierbei kann das durch die Algen produzierte Glykolat 
speziell ausgewählten oder manipulierten Bakterien, wie E. coli, gefüttert werden, die das Substrat ver-
werten können und es zu weiteren wertvollen Substanzen fermentieren. Ein solches Reaktorsystem kann 
zum Beispiel zur nachhaltigen Herstellung von Biokraftstoffen wie Methan genutzt werden (Günther et 
al., 2012). Auch eine bakterielle Fermentierung zu Limonen, welches als Duftstoff in der pharmazeuti-
schen oder kosmetischen Industrie oder bei der Nahrungsmittelherstellung Verwendung findet, ist denk-
bar. Nach neueren Verfahren kann Limonen ebenfalls als Ausgangsstoff für die Herstellung erneuerba-
rer Polyamide oder Polyethurane (d.h. Biokunststoffe) dienen (Firdaus und Meier, 2013).  
 
1.7 Zielsetzung dieser Arbeit 
Ziel war es, einen Hochleistungsstamm von Chlamydomonas reinhardtii zu entwickeln, der als 
biotechnologische Plattform zur Glykolatproduktion in großem Stil genutzt werden kann. Für eine ma-
ximale Glykolatausscheidungsrate muss das Verhältnis Carboxylase-/Oxygenasereaktion des Enzyms 
Rubisco richtig eingestellt sein, so dass einerseits das Überleben der Zelle garantiert und der assimilierte 
Kohlenstoff als Glykolat ausgeschieden wird, der Kohlenstoff andererseits jedoch nicht in den Aufbau 
neuer Biomasse fließt. Das ideale Verhältnis von Carboxylierung zu Oxygenierung beträgt hierbei 2:1. 
Dieser Zustand kann recht einfach über die Gabe eines Gasgemischs mit definiertem CO2/O2-Verhältnis 
erreicht werden. Damit das Verhältnis von Carboxylierung zu Oxygenierung über einen längeren Zeit-
raum stabil bleibt, müssen die kohlenstoffkonzentrierenden Mechanismen ausgeschaltet werden, die an-
sonsten zu einer ständigen Anpassung an den veränderten CO2-/O2-Gehalt und zur Repression der Pho-
torespiration führen. Gleichzeitig muss für eine hohe Glykolatexkretionsrate die intrazelluläre Metabo-
lisierung des Glykolats gehemmt werden.  
Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Deaktivierung der CCMs phänotypisch durch den 
Hemmstoff EZA erreicht werden kann. Für eine spätere großtechnische Anwendung im Bioreaktor ist 
die Zugabe eines Hemmstoffs allerdings unpraktisch und auf Dauer kostspielig. Gleichzeitig existieren 
Mutanten, in welchen jeweils separat 1) die Erzeugung eines funktionsfähigen cia5-Moleküls gehemmt 
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ist (cia5-Mutanten) bzw. 2) die Glykolatdehydrogenase defekt ist (GYD-Mutanten). Es ist denkbar, dass 
durch die Vereinigung beider Merkmale in einem Stamm eine Mutante geschaffen werden kann, welche 
kontinuierlich hohe Glykolatexkretionsraten über lange Zeiträume aufrechterhalten kann. Das Zusam-
menführen beider Mutationen kann z.B. durch konventionelle Kreuzung der Ausgangsstämme erreicht 
werden. 
Von den erwähnten cia5- und GYD-Stämmen, die als Ausgangsmaterial existierten, war allerdings 
bekannt, dass sie im Labor zum Teil ein schlechtes Wachstum aufwiesen und sensibel auf veränderte 
Umweltbedingungen reagierten. Einige Mutantenstämme besaßen zudem keine Zellwand, wodurch sie 
sich empfindlich gegenüber mechanischem Stress und Scherkräften zeigten, wie sie auch bei der An-
zucht im Bioreaktor auftreten können. Derlei Eigenschaften sind bei der Entwicklung eines phototro-
phen Hochleistungsstammes hinderlich. Auf der anderen Seite gelten die meisten wildtypischen 
Chlamydomonas-Stämme jedoch als leistungsfähig und robust. Somit entstand die Idee, durch die ge-
zielte Zucht verschiedener, gut charakterisierter Chlamydomonas-Stämme eine leistungsfähige Mutante 
für eine Glykolatproduktion in großem Umfang zu entwickeln. 
In einem ersten Schritt musste ein effizienter Screeningprozess entwickelt werden, in dem auf Kri-
terien getestet wird, die für den potentiellen Hochleistungsstamm vorteilhaft sind, wie eine hohe Wachs-
tumsrate, eine effiziente Photosynthese und natürlich hohe Glykolatexkretionsraten. Damit sollten zu-
erst aus verschiedenen vorhandenen Wildtypstämmen und Mutanten die jeweils leistungsfähigsten Kan-
didaten selektiert werden. Durch die anschließende Kreuzung von Wildtyp und Mutantenstämmen sollte 
eine zweite Generation von robusten Mutanten mit verbesserter Physiologie und hoher Glykolatexkre-
tionsrate erzeugt werden. Neu erzeugte Stämme, die diese Kriterien erfüllten, sollten in einem zweiten 
Kreuzungsschritt zur Herstellung von Doppelmutanten herangezogen werden, in welchen Defekte so-
wohl im cia5- als auch im GYD-Gen vorliegen. Hier wurde erwartet, dass die Doppelmutanten, im Ver-
gleich zu den ursprünglichen Eltern, eine kontinuierliche, hohe Glykolatexkretion zeigen, auch ohne 



































2. Material und Methoden 
2.1 Chemikalien 
Soweit nicht anders vermerkt, wurden alle für diese Arbeit verwendeten Chemikalien von der Firma 
Carl Roth bezogen.  
 
2.2 Verwendete Algenstämme 
Alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten Stämme wurden vom Chlamydomonas Resource Cen-
ter (University of Minnesota, www.chlamycollection.com) bezogen. Als Wildtypen kamen CC-409 
(SAG 11-32b), CC-410, CC-408, CC-621, CC-620, CC-1009 und CC-1691 zum Einsatz. Verwendete 
GYD-Mutanten waren CC-4160 HCR89 und Jonikas GYD K6. Die verwendeten cia5-Mutanten waren 
CC-2702 cia5 und CC-5011 cia5.  
Von allen Stämmen sind die beiden GYD-Mutanten Jonikas GYD K6 und CC-4160 HCR89 die 
einzigen, welche nach dem aktuellen Gentechnikgesetz (GenTG, § 3 Nr. 3) als gentechnisch veränderter 
Organismus gelten (GVO). Bei Jonikas GYD K6, einem im Rahmen des Chlamydomonas Library Pro-
ject (Princeton, New Jersey) erzeugten Mutantenstamm, wurde ein Gen für eine Antibiotikaresistenz in 
das wildtypische Gen für die Glykolatdehydrogenase inseriert. Bei CC-4160 HCR89 ist es das Plasmid 
pARG7.8, dessen Insertion das GYD-Gen ausschaltet.  
 
Tab. 2.1: Übersicht über die in der Arbeit verwendeten Chlamydomonas reinhardtii-Stämme. Alle Stämme 
wurden aus dem Chlamydomonas Resource Center bezogen.  
Name Mating Type Eigenschaften 
CC-409 (SAG 11-32b) mt+ 
Wildtyp 
CC-408  mt− 




Wildtyp, hohe Paarungseffizienz 
CC-620 mt+ 
CC-4533 (CMJ030) mt− 
Wildtyp, Elternstamm von Jonikas GYD 
K6 
CC-400 cw15  Zellwandloser Stamm 
Jonikas GYD K6 mt+ 
GYD-Mutante 
CC-4160 HCR89 mt− 
CC-2702 cia5 mt+ 
cia5-Mutante 




Dagegen entstand der Stamm CC-2702 cia5 durch eine Punktmutation im cia5-Gen des Wildtyps. 
Da die Mutation durch das Bestrahlen mit UV-Licht ausgelöst wurde, fällt die neue Mutante nicht unter 
die GVO-Bedingungen. Gleiches gilt für den Stamm CC-5011, welcher aus einer Kreuzung zwischen 
einer cia5-Mutante und einem Wildtyp entstand.  
Außerdem wurde in vergleichenden Experimenten bei der Untersuchung der Zellwand noch der zell-
wandlose Stamm CC-400 cw15 hinzugezogen, sowie der Wildtyp CMJ030 (CC-4533), aus dem die 
Mutante Jonikas GYD K6 hervorging. 
Die Terminologie richtet sich nach den im Chlamydomonas Resource Center verwendeten Bezeich-
nungen. Das Präfix CC- wird bei der Stammbezeichnung aus Praktikabilitätsgründen im Folgenden öf-
ters ausgelassen. 
Tab. 2.1 gibt einen Überblick über alle Stämme. 
 
2.3 Nährmedien 
Alle Nährmedien wurden nach ihrer Herstellung autoklaviert und anschließend bei 4 °C im Kühl-
schrank aufbewahrt.  
 
TAP-Medium (Tris-Acetat-Phosphat-Medium; Harris, 2009) 
Tris (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan)  2,42 g 
TAP-Salze     25 ml 
Phosphatpuffer    375 µl 
BBM-Spurenelemente   2 ml 
Fe-Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) 1 ml  
Destilliertes Wasser (Aqua dest.)  ad 1000 ml 
 
TP-Medium 
Das TP-Medium (Tris minimal medium) wurde analog zum TAP-Medium hergestellt, jedoch ohne 
die Zugabe von Acetat, und zum Schluss mit HCl auf pH 7 eingestellt.  
 
TAP-N-Medium 
Für das stickstofffreie TAP-N-Medium wurde bei Herstellung der TAP-Salze das NH4Cl ausgelassen.  
 
TAP-Salze  
NH4Cl                      15 g 
MgSO4 · 7H2O          4 g 
CaCl2 · 2H2O            2 g 





K2HPO4                   28,8 g 
KH2PO4                  14,4 g 
Aqua dest.     ad 100 ml 
Beide Stoffe wurden nacheinander zugegeben und durch Rühren und Erhitzen gelöst.  
 
BBM-Spurenelemente (aus Bold’s Basal Medium; Bischoff und Bold, 1963)  
ZnSO4 · 7H2O    8,82 g 
MnCl2 · 4H2O    1,44 g 
MoO3     0,71 g 
CuSO4 · 5H2O    1,57 g 
Co(NO3)2 · 6H2O    0,49 g 
Aqua dest.     ad 100 ml 
 
Fe-EDTA 
FeSO4 · 7H2O    0,69 g  
Na2-EDTA    0,93 g 
Die Stoffe wurden zunächst in 80 ml Aqua dest. durch Kochen gelöst und erst nach Abkühlen auf 
100 ml aufgefüllt. 
 
2.4 Steriles Arbeiten 
Alle verwendeten Chlamydomonas-Stämme waren axenisch. Um die Sterilität der Kulturen zu ge-
währleisten, wurden alle Flüssig- und Festkulturen unter einer Sicherheitswerkbank (Heraeus HS 12, 
Kendro Laboratory Products, Hanau, Deutschland) an- und umgesetzt.  
 
2.5 Anzucht der Algenkulturen 
Alle Kulturen wurden unter sterilen Bedingungen vorbereitet und angezogen. Von jedem Stamm 
wurden Erhaltungskulturen auf Agarplatten (TAP-Medium, 1,5–2 % Agar) angelegt, welche in regel-
mäßigen Abständen von zwei bis drei Monaten neu überimpft wurden. Diese Kulturen wurden im 
Schwachlicht bei 50 - 100 µmol m-2 s-1 in einem bei 20 °C klimatisierten Raum gelagert.  
Um für Experimente jederzeit über frisches Zellmaterial zu verfügen, wurden außerdem photohe-
terotrophe Erhaltungskulturen in Flüssigmedium angelegt. Mit einer sterilen Impföse wurden Zellen der 
Agarplatte in Erlenmeyerkolben mit TAP-Medium inokuliert und bei 20 °C auf einem Schüttler mittels 
einer Lichtleiste mit 150 µmol m-2 s-1 bei einem Tag-Nacht-Rhythmus von 14:10 h belichtet. Sobald 
sich die Erhaltungskultur in der exponentiellen Wachstumsphase befand, konnte sie als Inokulum für 
Vorkulturen dienen. Damit die Erhaltungskultur nicht in die Absterbephase überging, wurden auch hier 
die Zellen regelmäßig in frisches Medium umgesetzt. 
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Die Messungen physiologischer Kenngrößen fanden unter streng photoautotrophen Bedingungen 
statt, in einem Medium ohne organischen Kohlenstoff. Dazu wurde aus der TAP-Erhaltungskultur zu-
nächst eine TP-Vorkultur des jeweiligen Stammes angesetzt, die unter Versuchsbedingungen 2–4 Tage 
bis zur exponentiellen Wachstumsphase angezogen wurde. Hierbei kam der Multikultivator (MC 1000, 
Photon Systems Instruments) zum Einsatz, ein Photobioreaktor mit Einsätzen für bis zu acht Kulturröhr-
chen. Die Röhrchen konnten ein Volumen von bis zu 70 ml aufnehmen und wurden über LED-Panels 
mit definierten Lichtintensitäten bestrahlt. Eine Temperierung erfolgte optional über das Wasserbad, in 
welches die Kulturröhrchen eingesetzt wurden. Über ein Schlauchsystem wurde die Kultur mit CO2 
begast. Hierfür wurde eine Gasmischeinheit (Aalborg, Monsey, New York) verwendet, welche Druck-
luft mit 5 % CO2 (v/v) mischte. Die aufsteigenden Gasbläschen sorgten für eine Durchmischung der 
Kultur und für optimalen Gasaustausch. Um die Sterilität der Kultur zu gewährleisten, wurde zwischen 
Gaszufuhr und Kulturröhrchen ein Filteraufsatz (Rotilabo, Roth, Porengröße 0,22 µM) eingeschaltet.  
Nach 2–4 Tagen der Adaption an die Versuchsbedingungen wurde die Vorkultur entweder verdünnt 
oder sie wurde verwendet, um ein neues Kulturröhrchen anzuimpfen, je nachdem, wie es für das jewei-
lige Experiment sinnig war. 
 
2.6 Bestimmung von Bezugsgrößen 
Bei der Durchführung der physiologischen Experimente wurden stets bestimmte Bezugsgrößen 
aufgenommen. In der Regel waren dies Zellzahl und Chlorophyllgehalt der jeweiligen Kultur. Die Auf-
nahme dieser Werte diente der Vergleichbarkeit physiologischer Charakteristika.  
 
2.6.1 Zellzählung  
Für die Zellzählung wurden je nach Dichte der verwendeten Kultur zwischen 200 µl und 1 ml 
Algensuspension 1:10 mit Lugolscher Lösung gemischt. Die Iod-Kaliumiodid-Lösung diente der Abtö-
tung der Algenzellen, was notwendig war, um die unter S1-Verordnungen fallenden GVOs außerhalb 
des S1-Bereichs an einem automatischen Zellzähler untersuchen zu können. Dazu wurde 1 ml der mit 
Lugolscher Lösung versetzten Kultur in einem Gefäß mit 10 ml Isoton verdünnt. Der Zellzähler (Z2 
Coulter Particle Count and Size Analyzer, Coulter Electronics Inc. Miami, USA) zählte wiederum in 3 
x 100 µl die Zählereignisse zwischen 3 und 10 µm aus. Aus dem Ergebnis konnte, unter Einbezug der 
Verdünnungsschritte, die Zellkonzentration in der Messkultur berechnet werden. 
 
2.6.2 Bestimmung der Chlorophyllmenge 
Für die Chlorophyllbestimmung wurden, je nach Dichte der Kultur, zwischen 2 und 6 ml über eine 
Saugflasche mit angeschlossener Vakuumpumpe (V 050/L, Whatman, Deutschland) auf einen Cellulo-
sefilter (MN 85/70, 25 mm, Macherey-Nagel, Düren, Deutschland) gesaugt. Der Filter wurde in flüssi-
gem Stickstoff vorgekühlt und anschließend gefriergetrocknet (Gefriertrocknungsanlage: FreeZone 2.5, 
LABCONCO, USA). Die gefriergetrockneten Filter konnten bis zu 2 Monate bei –20 °C gelagert werden.  
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Für den Aufschluss der Pigmente wurde der Filter mit je 2 ml 80 % Aceton (v/v), einem Teelöffel 
Glasperlen (einem 3:1-Gemisch aus Perlen mit einem Durchmesser von jeweils 0,25–0,5 mm und 0,75–
1 mm) und einer Spatelspitze MgCO3 in ein verschließbares Homogenisatorgefäß gegeben. Im Zellho-
mogenisator (Precellys Evolution, Bertin Technologies, Frankreich) wurden die Zellen bei 6500 Um-
drehungen pro Minute für 2 x 30 s aufgeschlossen, mit einer Pause von 20 s zwischen den beiden Inter-
vallen. Bei dieser Extraktionsmethode dienten die größeren Glasperlen dem mechanischen Zellauf-
schluss, die kleineren Perlen zerrieben die Chloroplasten, was zur Freisetzung der Pigmente führte. Da-
bei schützte die Zugabe von MgCO3 das freiwerdende Chlorophyll vor einer Umwandlung in Phäophy-
tin.  
Nach abgeschlossener Extraktion im Zellhomogenisator wurden die Gefäße sofort auf Eis gekühlt. 
Der Überstand wurde vorsichtig in ein Eppendorf-Gefäß überführt. Durch einen anschließenden Zentri-
fugationsschritt (2 min, 14.000 g) konnten restliche Glasperlen, Filterreste und Verunreinigungen aus 
dem Eppendorf-Gefäß entfernt werden. Die Bestimmung der im Überstand gelösten Chlorophyllpig-
mente erfolgte nach der Methode von Ziegler und Egle (1985) bei Wellenlängen von 664 und 647 nm. 
In diesen Wellenlängenbereichen liegen die Absorptionsmaxima von Chlorophyll a (Chl a) und Chlo-
rophyll b (Chl b). Für die Messung kam ein Zweistrahlenphotometer (U-2000 Hitachi, Japan) zum Ein-
satz. Als Referenz diente 80%iges Aceton. Nach der Befüllung der Probenküvetten wurde die Wellen-
länge bei 750 nm auf 0 korrigiert.  
Der Gehalt der Pigmente wurde anschließend mit folgenden Formeln bestimmt: 
 
Chl a [mg L⁄ ] = 11,78 E664 − 2,29 E647  
 
Chl b [mg L⁄ ] = 20,05 E647 − 4,77 E664 
 
2.7 Wachstumsraten 
Zur Ermittlung der täglichen Wachstumsraten wurden, wie unter 2.5 beschrieben, aus der Vorkultur 
unter der Sicherheitswerkbank 70 ml einer Messkultur in vorher vorbereitete Kulturröhrchen angesetzt. 
Die Wachstumsraten basierten auf der Zunahme der Zellzahl, daher wurde vor Versuchsbeginn die ini-
tiale Zellzahl aller Kulturen mit TP-Medium auf 5 · 104 Zellen angeglichen. Da die Wachstumsraten 
unter photoautotrophen Bedingungen bestimmt werden sollten, standen den Zellen keinerlei organische 
Kohlenstoffverbindungen (wie beispielsweise Acetat) zur Verfügung, stattdessen wurden sie im Photo-
bioreaktor bei 20 °C mit einem Gemisch aus Druckluft und 5 % CO2 (v/v) begast.  
Für die initiale Auswahl eines geeigneten Wildtypen und der ursprünglichen Mutanten wurden die 
Kulturröhrchen entweder mit 50 Photonen m-2 s-1 (Schwachlicht, low light, LL) oder 300 Photonen m-2 s-
1 („Starklicht“, high light, HL) Dauerlicht illuminiert, um die Wachstumsleistungen bei unterschiedlichen 
Lichtbedingungen einschätzen zu können. Gleichzeitig wurden Wachstumsmessungen bei einer mittleren 
Lichtstärke von 150 Photonen m-2 s-1 und einem Tag-Nacht-Rhythmus von 14:10 h durchgeführt. Später 
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wurde hauptsächlich dazu übergegangen, die Wachstumsleistung lediglich bei letzterer Bedingung aufzu-
nehmen.  
Aus der Aufzeichnung der Zellzahl Nx zum Zeitpunkt tx ließ sich die Wachstumsrate µ bestimmen 
als die Steigung der Regressionsgeraden für den Zusammenhang zwischen dem natürlichen Logarith-
mus der Zellkonzentration N und der Zeit t (Lürling et al., 2012; Fanesi et al., 2016). B entspricht dabei 
dem Ordinatenabschnitt, der sich für die Regressionsgerade ergibt. 
 
µ = (Nx – b)/tx 
 
Die Rate µ wurde dabei für die exponentielle Wachstumsphase berechnet, die dadurch gekenn-
zeichnet ist, dass die Wachstumsrate ihr Maximum erreicht und während dieser Phase stabil bleibt. 
 
2.8 Messung der Sauerstoffproduktionsraten 
Die Aufzeichnungen der lichtinduzierten Sauerstoffproduktionsraten und die zeitgleichen Fluores-
zenzmessungen fanden unter Einsatz einer sogenannten „Lichtpipette“ statt. Zur Messung wurden Kul-
turen herangezogen, welche 2–4 Tage bei 150 Photonen m-2 s-1 und einem Tag-Nacht-Rhythmus (14:10 
h) wuchsen und dabei mit 5 % CO2 begast wurden. In dieser Zeit erreichten die Kulturen erfahrungsge-
mäß Chl-a-Konzentrationen zwischen 2–3 mg/l. Bei derartigen Dichten sollten die Zellen innerhalb des 
Kulturröhrchens keinerlei Lichtlimitierung unterliegen.  
Da die Photosyntheseleistung von Grünalgen in synchronen Kulturen der Kontrolle des Zellzyklus 
unterliegt und damit im Tagesverlauf schwankt (Marcus et al., 1986), wurden alle Messungen vormit-
tags zu ähnlichen Zeitpunkten durchgeführt, um die Vergleichbarkeit zu gewährleisten. 4 ml der Kultur 
wurden in die Küvette des Messgeräts umgefüllt. Bei der Küvette (Topgallant LLC, Salt Lake City, UT, 
USA) handelte es sich um eine Spezialanfertigung mit einer Schichtdicke von 1,7 cm, die mit einem 
Stopfen verschlossen werden konnte, um den Gasaustausch zwischen Medium und Umgebung einzu-
schränken. In der Küvette befand sich ein Magnetrührer, der den Aufbau eines Sauerstoffgradienten 
innerhalb der Küvette verhinderte und gleichzeitig die Sedimentation der Algen unterband. Eine Kälte-
Umwälzthermostat (Julabo F12-MA) kontrollierte die Temperatur von 20 °C. Die Messung des Sauer-
stoffgehalts in der Küvette fand über eine Clark-Elektrode (MI 730, Microelectrodes Inc., Bedford, 
USA) statt. Diese wurde vor den Messungen mit destilliertem Wasser bei Raumluft auf 100 % Sättigung 
O2 kalibriert, sodass die anschließende prozentuale Änderung der Sauerstoffkonzentration in der 
Küvette während der Messung detektiert werden konnte. 
Eine an einen Computer angeschlossene Kontrolleinheit steuerte die „Lichtpipette“. Mit der dazu-
gehörigen Software wurde ein 50-minütiges Lichtprogramm festgelegt, bestehend aus wechselnden 
vierminütigen Licht- und Dunkelphasen, wobei die Messung jeweils mit einer Dunkelphase begann und 
endete (Abb. 2.1). Die Lichtstärke in den Lichtphasen nahm sukzessive zu, die genauen Lichtintensitäten 
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waren dabei allerdings durch die fortschreitende Alterung der Lampe (Xenophot Longlife HLX 64642, 
Osram, Deutschland) beeinflusst und wurden daher in regelmäßigen Abständen neu ausgemessen.  
Mithilfe dieser Apparatur konnten nun Belichtungskurven für die den Kulturen entnommenen Al-
genproben aufgenommen werden. Aus den aufgezeichneten Werten in den Lichtphasen konnte zunächst 
die Nettophotosyntheserate, normiert auf den Chl-a-Gehalt, bei einer gegebenen Lichtintensität berech-
net werden. Die Sauerstoffentwicklung während der Dunkelphasen entsprach der Atmungsrate der Al-
gensuspension. Die Bruttophotosyntheseraten konnten somit aus der Differenz zwischen Nettophoto-




Abb. 2.1: Beispiel für ein Belichtungsprotokoll zur Messung der Photosyntheseleistung mittels „Lichtpi-
pette“. In der „Lichtpipette“ wurde über eine Clark-Elektrode die Sauerstoffproduktion einer Algenkultur in Ab-
hängigkeit von der Lichtintensität bestimmt. Die Belichtungsintensitäten nahmen dabei sukzessive zu. Licht- und 
Dunkelintervalle wechselten einander in vierminütigen Abständen ab. 
 
2.9 Puls-Amplituden-Modulations-(PAM)-Fluoreszenzmessungen 
Zugleich besaß die oben beschriebene Küvette der „Lichtpipette“ einen Anschluss zur Messung 
des Chl-a-Fluoreszenzsignals. Der Anschluss befand sich im rechten Winkel zur aktinischen Licht-
quelle, sodass voneinander unabhängige, jedoch zeitgleich vorgenommene Sauerstoff- und Fluoreszenz-
messungen möglich waren. Das verwendete Fluorometer setzte sich aus einer Emitter-Einheit (US-
L655, Walz GmbH, Deutschland), einer Detektor-Einheit (ED-101US/D, Walz GmbH, Deutschland) 
und einer Steuerungseinheit (PDA-100, Walz GmbH, Deutschland) zusammen. Die Aufzeichnung der 
Fluoreszenzwerte wurde über die Software WinControl 2.08 vorgenommen.  
Dieser Aufbau diente der Bestimmung des nicht-photochemischen Quenching (non-photochemical 
Quenching, NPQ) innerhalb der Algensuspension. Das NPQ wird häufig über eine Pulse-Amplituden-
Modulations-(PAM)-Messung ermittelt. Hierbei wird mittels einer LED gepulstes Messlicht im rotwel-
ligen Bereich eingestrahlt (650 nm, Frequenz: 100 kHz). Die Intensität dieses Messlichts ist so gering, 






























Licht). Im dunkeladaptierten Zustand sind die Reaktionszentren des PSII daher statistisch betrachtet 
offen. Der Plastochinonpool befindet sich überwiegend in einem oxidierten Zustand, so dass die Elekt-
ronen aus dem PSII schnell abgeführt werden können. In diesem Fall kann die Anregungsenergie mit 
maximaler Effizienz für die photochemische Arbeit verwendet werden - die photochemische Löschung 
der Fluoreszenz (photochemisches Quenching) ist maximal, die Chlorophyllfluoreszenz daher minimal. 
Hier wird die Grundfluoreszenz des F0-Levels gemessen.   
Ein mehrere hundert ms dauernder sättigender Lichtblitz (3500 μmol Photonen m−2 s−1) führt zur 
maximalen Anregung im PSII. Nun sind alle Reaktionszentren im PSII geschlossen, der Plastochinon-
pool liegt überwiegend im reduzierten Zustand vor. Photochemische Arbeit kann nicht länger stattfin-
den. Die absorbierte Energie wird stattdessen durch die Fluoreszenz des Chlorophyll a an die Umwelt 
emittiert, als die maximale Fluoreszenz Fm. Da zugleich stets ein geringer Teil der Energie in Form von 
Wärme verlustig geht, ist das Fluoreszenzlicht gegenüber dem Anregungslicht rotverschoben – man 
bezeichnet dies als Stokes-Shift. Durch den Detektor kann die Fluoreszenz aufgezeichnet werden. Da 
das ebenfalls rotwellige Messlicht gepulst ist, kommt es hierbei zu keiner Interferenz bei der Aufzeich-
nung der Chlorophyllfluoreszenz. 
Die variable Fluoreszenz Fv ergibt sich aus der Differenz zwischen Fm und F0.  
Als aktinisches Licht zur Anregung der Photosynthese konnte das Lichtprogramm der Sauerstoff-
messung, welche zeitgleich dazu durchgeführt wurde, verwendet werden. Durch die Bestrahlung mit 
Licht ansteigender Intensitäten stellt sich ein lichtadaptierter Zustand in den Zellen ein. Neben der Chlo-
rophyllfluoreszenz zum Abführen von überschüssiger Energie aus dem PSII wird nun auch ein zweiter 
Mechanismus immer wichtiger, das non-photochemische Quenching. Unter dem Begriff NPQ fasst man 
mehrere Komponenten zusammen, die sich bei Überanregung mit Licht in der Zelle abspielen. So kann 
die Anregungsenergie u.a. thermisch durch den verstärkten Aufbau eines pH-Gradienten über die Thyl-
akoidmembran abgegeben werden. Auch der Violaxanthinzyklus (Abb. 2.2) spielt eine wichtige Rolle 
als Teil des Photoprotektionsmechanismus. Im Starklicht wird im sauren Thylakoidlumen Violaxanthin 
über Antheraxanthin zu Zeaxanthin de-epoxidiert, die umgekehrte Reaktion findet im Dunkeln bzw. bei 
niedrigen Lichtintensitäten statt. Zeaxanthin ist auf vielfältige Weise am Quenchingmechanismus betei-
ligt. Zum einen kann es vermutlich direkt die Energie angeregter Chlorophyll-Moleküle aufnehmen und 
als Wärme an die Umgebung abstrahlen. Zum anderen steigert Zeaxanthin die Aggregation der LHCII-
Komplexe (light harvesting complex, Lichtsammelkomplex) im Starklicht, die durch die verstärkte An-
säuerung des Thylakoidlumens induziert wird. Die Bindung von Zeaxanthin an die aggregierten LHCII-
Komplexe induziert eine Konformationsänderung, durch die eine effiziente Energiedissipation ermög-
licht wird. Als Quenchingzentrum wirkt dabei vermutlich ein Chl-a-Dimer oder ein Chl-a-/Lutein-He-




Abb. 2.2: Ablauf und Enzyme des Violaxanthinzyklus. Für die Umwandlung von Violaxanthin zu Zeaxanthin 
werden als Cofaktor Ascorbat und MGDG zur Solubilisierung des Enzyms VDE benötigt. Die lichtinduzierte An-
säuerung des Thylakoidlumens aktiviert die VDE. Die Rückreaktion von Zeaxanthin zu Violaxanthin findet idR 
im Dunkeln unter Verbrauch von Reduktionsäquivalenten statt.  VDE: Violaxanthin-De-epoxidase, ZEP: Ze-
axanthin-Epoxidase, Asc: Ascorbat, MGDG: Monogalactosyl-diacylglycerol. (Verändert nach Goss und Jakob, 
2010) 
 
Die Aktivierung dieser Photoprotektionsmechanismen trägt zu einem raschen Quenchen der Fluo-
reszenz bei. In Chlamydomonas spielt auch die reversible Abwanderung von Teilen des Antennenkom-
plexes aus dem überangeregten PSII zum PSI (state transitions) eine wichtige Rolle in der Wärmedissi-
pation und dient dazu, die Anregung der beiden Photosysteme auszubalancieren. Anders als in höheren 
Pflanzen können state transitions einen Anteil von bis zu 20 % am Quenching der variablen Fluoreszenz 
ausmachen und tragen damit maßgeblich zur Energiedissipation bei (Finazzi et al., 2006).    
 Längerfristig führen verschiedene photoinhibitorische Mechanismen in der Zelle, wie die Degra-
dation von Proteinen im Antennenkomplex, zu einer Erhöhung des NPQ in der überangeregten Zelle. 
Insgesamt kann der Anteil, den photochemisches und non-photochemisches Quenching zur Fluores-
zenzlöschung beitragen, von der Lichtstärke, dem Adaptionszustand der Zelle wie auch dem verwende-
ten Algenstamm abhängig sein.  
Um sie von dem dunkeladaptierten Zustand zu unterscheiden, tragen die Messparameter des licht-
adaptierten Zustands die Bezeichnungen F‘0, F’m und F’v. 
Das non-photochemische Quenching (NPQ) bei verschiedenen Lichtintensitäten kann dann aus den 
gemessenen Parametern wie folgend berechnet werden:  
 
NPQ =  







2.10 Berechnung von a*phy und Qphar 
Parallel zur Untersuchung in der „Lichtpipette“ wurde von der Algenkultur ein In-Vivo-Spektrum 
im Bereich von 400 bis 750 nm aufgenommen (Specord M500, Zeiss, Deutschland). Zuvor wurde eine 
Basislinienkorrektur mit destilliertem Wasser für Mess- und Referenzküvette durchgeführt. Das gemes-
sene Probenspektrum wurde schließlich manuell auf OD750nm = 0 korrigiert. Zur Berechnung der Chl-a-
spezifischen Absorption (a*phy; Einheit: [m2 (mg Chl a)-1]) wurde außerdem der Chl-a-Gehalt der Sus-
pension benötigt, sowie die Schichtdicke der Küvette (d = 1 cm). Hieraus ergab sich: 
 
a∗phy(λ) =  
A(λ)x 2,303
d x Chl a
  
 
Im Ergebnisteil sind die a*phy-Werte als Mittelwerte aus den Messungen von 400 – 700 nm ange-
geben. 
Qphar beschreibt die Menge an photosynthetisch absorbierten Lichtquanten (Einheit: [µmol Photo-
nen m-2 s-1]). Für dessen Berechnung musste das Emissionsspektrum der Lichtquelle in der „Lichtpi-
pette“, normiert auf ein Integral von 1, bekannt sein. Hieraus wurde zunächst Q(λ), die photosynthetisch 
verfügbare Strahlung der Lichtquelle, ermittelt. Anschließend kann Qphar nach Gilbert et al. (2000) be-
rechnet werden:  
 
Qphar =  ∫ Q (λ) − Q(λ) x e





Um zu vergleichen, wie verschiedene Stämme das Anzuchts- bzw. Messlicht nutzten, wurde Qphar 
für die eingestrahlte Menge von 150 µmol Photonen m-2 s-1 bestimmt.  
 
2.11 Bestimmung der Glykolatexkretionsraten  
2.11.1 Glykolatexkretion im Kurzzeitexperiment 
Analog zu den Experimenten zur Bestimmung der Photosyntheseraten wurde auch die Messung 
der Glykolatexkretionsraten mit Kulturen durchgeführt, die über 2 – 4 Tage bei 150 Photonen m-2 s-1 in 
einem Tag-Nacht-Rhythmus (14:10 h) angezogen und mit 5 % CO2 begast wurden. Alle Kulturen wur-
den so angesetzt, dass sie bis zum Messtag eine Chlorophyll-a-Konzentration von 2 – 3 mg/l erreichten. 
Am Messtag wurden die Kulturen im Photobioreaktor auf eine Gaszusammensetzung von 0,08 % CO2 
und 40 % O2 umgesteckt - dies markierte den Zeitpunkt t0 und damit den Beginn der Probennahme. 
Zugleich wurde den Kulturen 50 µM EZA zugesetzt. Dieses wurde aus einer Stammlösung, gelöst in 
50%igem Ethanol, entnommen, die zuvor mittels eines Spritzenfilters (Rotilabo, Roth, Porengröße 0,22 
µm) sterilisiert worden war. EZA gilt als Inhibitor der CCMs innerhalb der Zelle. Nur bei vollständiger 
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Inhibierung der CCMS kann das physiologische Maximum der Glykolatproduktion eines Stammes be-
stimmt werden. 
Zum Zeitpunkt t0 wurden Proben genommen zur Bestimmung der Bezugsgrößen (Zellzahl und 
Chlorophyllgehalt) sowie zur Ermittlung des Nullwerts für den Glykolatgehalt im Medium. In letzterer 
Probe wurden mithilfe eines Spritzenfilters mit einer Porengröße von 0,22 µm die Algenzellen vom 
glykolathaltigen Medium getrennt. Somit sollte ausgeschlossen werden, dass produktive Zellen in die 
Probe übergingen, welche die gemessenen Werte in der späteren Glykolatbestimmung verfälschen 
könnten. Zu je 1 ml des gefilterten Mediums wurden 100, 200 oder 400 µl einer 1 mM Glykolatlösung 
hinzugegeben. Nach der anschließenden Gefriertrocknung lagen so Proben für eine Eichgerade vor mit 
100, 200 und 400 µM Glykolat sowie für den Nullwert einer Probe, die zum Zeitpunkt t0 praktisch noch 
kein Glykolat enthielt. In einer 24-stündigen Gefriertrocknung (Gefriertrocknungsanlage: FreeZone 2.5, 
LABCONCO, USA) wurde die Flüssigkeit aus der Probe entfernt. Zurück blieb ein trockenes Pulver, 
das Glykolat sowie die Salze des Mediums enthielt. So vorbereitet konnten die Proben für mehrere Mo-
nate bei –20 °C gelagert werden.  
In diesem Kurzzeitexperiment wurde die Glykolatproduktion über einen Zeitrahmen von sechs 
Stunden beobachtet. Da das Experiment aufgrund der vergleichsweise kurzen Dauer recht schnell durch-
zuführen war, diente es vor allem zum Screening und zur Vergleichbarkeit einzelner Wildtypen und 
Mutanten. 
 
2.11.2 Glykolatexkretion nach zweitägiger Adaptation bei erhöhter Temperatur  
Das Langzeitexperiment war eine Variation des oben beschriebenen Kurzzeitexperiments. Die An-
zucht der Kulturen und die Aufnahme der Messwerte erfolgte wiederum im Photobioreaktor, welcher 
an ein Durchwälzthermostat (Julabo F12-MA) angeschlossen war, um eine gleichmäßige Temperierung 
bei 30 °C zu gewährleisten. Nach etwa drei Tagen, als die Kulturen ihre exponentielle Wachstumsphase 
erreichten, wurden wie oben beschrieben Proben für eine Eichgerade genommen. Anschließend wurde 
die Gaszusammensetzung auf 40 % O2, 0,08 % CO2 umgestellt. In den folgenden zwei Tagen konnten 
die Kulturen an die neuen Begasungsbedingungen adaptieren. Am Morgen des dritten Messtages wurde 
den Kulturen 50 µM EZA zugesetzt und es erfolgten in regelmäßigen Abständen weitere Probennahmen 
und die parallele Bestimmung der Bezugsgrößen.  
Wichtig hierbei war, dass die Kulturen am Tag der EZA-Zugabe bis auf eine Konzentration von 2–
3 mg Chl a/L angewachsen waren. Da die Kulturen unter erhöhtem O2-Gehalt noch weiterwuchsen, 
solange kein EZA zugesetzt wurde, wurden sie ggf. in diesem Zeitraum noch einmal verdünnt, um am 
dritten Messtag den gewünschten Chlorophyllgehalt erreichen zu können. 
Nach dem dritten Messtag wurden in 24-stündigen Abständen Proben genommen. Die Glykolat-




2.11.3 Spektrometrische Bestimmung des Glykolatgehalts 
Die Bestimmung des Glykolatgehalts erfolgte kolorimetrisch (Calkins, 1943). Die Methode beruht 
darauf, dass bei der Reaktion von Glykolat und 2,7-Dihydroxynaphthalen in saurem Milieu zunächst 
Formaldehyd freigesetzt wird, das mit 2,7-Dihydroxynaphthalen zu dem farblosen Tetrahydroxydinaph-
thylmethan reagiert. Dieses nimmt während des Oxidationsvorgangs kontinuierlich einen rot-violetten 
Farbton an. Somit kann die Absorption in der Probe spektroskopisch gemessen und der Glykolatgehalt 
mittels einer vorbereiteten Eichgerade ermittelt werden.  
Dazu wurde das gefriergetrocknete Pulver in den Proben zunächst in 200 µl destilliertem Wasser 
durch Vortexen resolubilisiert. Gegebenenfalls mussten die Proben zuvor stärker verdünnt werden, 
wenn ein hoher Glykolatgehalt im Medium zu erwarten war, z.B. nach mehreren Tagen unter erhöhter 
O2-Begasung im Langzeitexperiment. Es erfolgte eine Dreifachbestimmung mit je 3 x 50 µl jeder Probe. 
Die Proben für die Erstellung der Eichgerade wurden analog behandelt, ebenso wie zwei Blindproben, 
welche lediglich 50 µl destilliertes Wasser enthielten. Unter dem Abzug wurde zu jedem Ansatz 1,5 ml 
des Glykolat-Färbereagenz hinzugegeben. Inverses Pipettieren erleichterte hierbei die Zugabe der vis-
kosen Schwefelsäurelösung. Nach einmaligem Invertieren wurden die Proben im Wasserbad bei 100 °C 
für 20 min gekocht und anschließend sofort auf Eis gekühlt, um die Farbreaktion abzurechen. Die Mes-
sung der Absorption erfolgte bei 540 nm (Specord M250, Zeiss, Jena, Deutschland). Dabei kamen Ein-
malküvetten aus Polystyrol zum Einsatz (BRAND, Wertheim). Vor der Messung wurde zunächst eine 
Basislinienkorrektur mit den Blindproben (H2O im Färbereagenz) durchgeführt. 
 
Glykolat-Färbereagenz 
2,7-Dihydoxynaphthalen    0,09 g  
98% H2SO4    500 ml 
 
Mithilfe der Eichgerade konnte der Glykolatgehalt pro ml entnommenem Medium ermittelt wer-
den. Eine eventuelle vorherige Verdünnung der Probe wurde in die Berechnung einbezogen, genauso 
wie eine eventuelle Verdünnung des Photobioreaktors durch Auffrischen des Mediums im Langzeitex-
periment. Der errechnete Glykolatgehalt wurde anschließend auf die Chl-a-Konzentration der Zellkultur 
zum Probenzeitpunkt normiert. Die Exkretionsrate ergab sich aus der Steigung der Regressionsgeraden 
für den Zusammenhang zwischen Glykolatgehalt [µml Glykolat (Chl a)-1 h-1] und Zeit. 
 
2.12 Kreuzung von Chlamydomonas reinhardtii 
Um für die Kreuzung verschiedener Chlamydomonas-Stämme die Gametenbildung zu induzieren, 
werden die Zellen gemeinhin auf stickstofffreies Medium umgesetzt. Im Zuge dieser Arbeit wurden 
dabei unterschiedliche Induktionsstrategien parallel verfolgt, um die Ausbeute an Gameten und deren 
Fitness möglichst zu optimieren. Prinzipiell war die Induktion der Gametogenese auf Fest- und in Flüs-
sigmedium möglich.  
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2.12.1 Anzucht und Gameteninduktion im Flüssigmedium 
Zunächst wurden von den beiden zu kreuzenden Stämmen geringe Volumina von Vorkulturen in 
TAP-Medium angezogen. Um später auf die benötigten Zelldichten zu kommen, wurden die Kulturen 
anschließend in einem hohen Volumen (1 l TAP) in einem Fernbach-Kolben inokuliert. In der Regel 
erreichten diese Kulturen nach sechs Tagen auf dem Schüttler bei Lichtstärken von 150 µmol Photonen 
m-2 s-1 Zelldichten von 4–5 · 106 Zellen/ml. Hiernach wurden beide Stämme getrennt in zwei sterile 
Zentrifugenröhrchen überführt und durch Zentrifugation pelletiert (5 min, 2500 g, 4 °C, Zentrifuge: 
Sigma 2-16 K). Um das Pellet von den restlichen Stickstoffverbindungen des TAP-Mediums zu säubern, 
wurde es in 25 ml TAP-N-Medium, welches keine Stickstoffquelle enthielt, rückgelöst. Nach einem 
zweiten Zentrifugationsschritt (wie oben) wurde das Pellet erneut in 100 ml TAP-N resuspendiert und 
in einen 250 ml-Erlenmeyerkolben überführt. Beide Stämme wurden für 24 h im Dauerlicht bei 20 °C 
auf einem Schüttler inkubiert. Während dieser Zeit fand die Gametogenese statt. 
Am nächsten Tag wurden zunächst die Zelldichten der beiden Kulturen bestimmt. War die Game-
togenese erfolgreich, so zeigten sich für beide Stämme unter dem Mikroskop frei schwimmende, sehr 
bewegliche Zellen. Nach weiterer Aufkonzentrierung der Zellen durch einen Zentrifugationsschritt (wie 
oben) wurden von jedem Stamm gleiche Zellzahlen in 10 ml TAP-N resuspendiert und für die anschlie-
ßende Paarung bereitgehalten.  
Für die Paarung von 11-32b x CC-5011 cia5 wurde in einigen Fällen den Zellsuspensionen vor der 
Vermengung 10 mM Dibutyryl-cAMP und 50 µM Papaverin zugegeben, um die Paarungsfähigkeit zu 
steigern. CAMP ist ein wichtiger sekundärer Botenstoff in der Zelle, der während des Paarungsvorgan-
ges natürlicherweise ausgeschüttet wird und die Rekrutierung von Agglutininen an die Geißeloberfläche 
zur Folge hat. Dies erhöht die flagellare Bindung zwischen den sich paarenden Zellen. Papaverin hemmt 
die zellinterne cAMP-Phosphodiesterase, welche ansonsten das zugegebene Dibutyryl-cAMP schnell 
wieder abbaut. 
 
2.12.2 Anzucht und Gameteninduktion auf Agarplatten 
Neben der Anzucht im Flüssigmedium bestand eine zweite Möglichkeit, die Gametogenese zu in-
duzieren, in der Anzucht auf festen Agarplatten. Diese Methode wurde nach dem Protokoll von Jiang 
und Stern (2009) ausgeführt. Die Erhaltungskulturen wurden zunächst auf TAP-Agarplatten umgesetzt, 
wo sie etwa eine Woche heranwuchsen, bis ein dichter Rasen entstanden war. In dichten Tropfen wurden 
diese Kolonien mit einer Einmal-Impföse auf TAP-N-Agarplatten transferiert. Innerhalb der nächsten 
vier Tage fand auf dem stickstofffreien Medium die Gametogenese statt. Da Chlamydomonas auf Fest-
medium keine Geißeln ausbildet, welche aber für die Paarung nötig sind, wurden die Zellen nach Ablauf 
der vier Tage in einem Erlenmeyerkolben mit 10 ml sterilem Aqua dest. suspendiert. Anschließend wur-
den sie auf einem Schüttler bei 1200 Photonen m-2 s-1 für zwei Stunden zur Flagellensynthese angeregt.  
Im Falle des Stamms CC-4160, welcher aufgrund seiner fehlenden Zellwand recht empfindlich 
war, wurde ein alternativer Ansatz zum Umsetzen der Gameten von Fest- auf Flüssigmedium getestet. 
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Dazu wurden die TAP-N-Agarplatten nach 4 Tagen mit 30 ml TAP überschichtet. Die überschichteten 
Platten wurden für 18 h von oben mit Dauerlicht geringer Intensität bestrahlt. Da Chlamydomonas auf 
schwache Lichtstärken mit positiver Phototaxis reagiert, sammelte sich in der obersten Schicht des Me-
diums ein leicht grünlicher Überstand. Dieser wurde unter der Sicherheitswerkbank vorsichtig abge-
nommen und für die Paarung eingesetzt. Da sich die zellwandlosen Gameten als sehr empfindlich er-
wiesen, fand hier kein weiterer Zentrifugationsschritt zur Aufkonzentration statt. 
In allen Fällen, in denen eine Paarung mit guter Effizienz nach einer Gameteninduktion im Flüs-
sigmedium erfolgte, war genauso eine Paarung mit vergleichbarer Effizienz nach Gametogenese auf 
Festmedium möglich. Da die Gametogenese auf Festmedium sich als insgesamt weniger zeitaufwendig 
erwies, wurde diese Methode später für die Herstellung großer Mengen an Zygoten bevorzugt. 
 
2.12.3 Paarung  
Für die Paarung wurden in der Regel gleiche Zellzahlen der beiden Paarungstypen zueinander ge-
geben. Im Falle wenig mobiler Stämme, wie z.B. CC-4160 GYD, wurde die Kultur nach der Gameto-
genese zunächst unter dem Mikroskop untersucht, um eine Einschätzung über den Prozentsatz an mo-
bilen Gameten treffen zu können. Je nach Schätzwert wurde das zahlenmäßige Verhältnis an Plus- und 
Minus-Gameten entsprechend angepasst.  
Die finale Zellzahl betrug in der Regel 1 · 107 Zellen/ml. Bei dem Versuch, die Paarungseffizienz 
zu steigern, wurden in Einzelfällen zunächst auch andere Konzentrationen eingesetzt, was jedoch in 
allen betrachteten Fällen zu keiner messbaren Verbesserung führte (in einigen Fällen war sogar eine 
Verschlechterung der Paarungseffizienz feststellbar). Der Paarungsansatz wurde bei 1200 Photonen m-
2 s-1 und 20 °C üN belichtet und während der Paarung möglichst wenig bewegt, um bestehende Zellpaa-
rungen nicht wieder aufzulösen. Die Probennahme erfolgte nach zwei bis drei Stunden, dennoch wurde 
der Paarungsansatz über Nacht im Licht aufbewahrt. War am nächsten Morgen die Bildung einer Pelli-
cula zu erkennen, einer grünen, hautähnlichen Schicht an der Oberfläche der Kultur, so war dies ein 
deutlicher Hinweis auf eine erfolgreiche Paarung. 
 
2.12.4 Bestimmung der Paarungseffizienz 
Die Paarungseffizienz zwischen zwei Stämmen wurde nach Chiang et al., 1970 bestimmt.  
 
Paarungseffizienz = 2 · (1 −
N1
N0
)  · 100% 
 
Hierbei ist N0 die Gesamtzahl der männlichen und weiblichen Gameten, die für den Paarungsan-
satz eingesetzt wurden. N1 entspricht der Anzahl an Zellen zum Messzeitpunkt zwei bzw. drei Stunden 
nach Paarungsbeginn. Bei einer 1:1-Mischung an Gameten, bei der jede Zelle erfolgreich mit einer 
zweiten zu einem Quadriflagellat fusioniert, halbiert sich die Anzahl der Zellen im Paarungsansatz – 
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dies entspricht einer Paarungseffizienz von 100 %. Die Zellzählungen wurden mit einem automati-
schen Zellzähler durchgeführt (vgl. 2.6.1). 
 
2.12.5 Reifung der Zygoten 
Nachdem den Gameten zwei bis drei Stunden Zeit für die Paarung gegeben wurde, wurde 1 ml des 
Paarungsansatzes abgenommen und in vier Spots auf festes TAP-Medium mit 4 % Agar gegeben. Die 
Platten trockneten offen unter der Sicherheitswerkbank, wurden anschließend in Aluminiumfolie einge-
schlagen und für ein bis zwei Wochen im Dunkeln bei 20 °C gelagert.  
 
2.12.6 Trennung der Tetraden 
Nachdem die fusionierten Zellen nach etwa zwei Wochen im Dunkeln zu Zygoten ausgereift waren, 
mussten diese von den verbliebenen vegetativen Zellen (ungepaarte Gameten) auf dem Agar getrennt 
werden. Dazu wurde die stumpfe Seite eines Skalpells mit sanftem Druck über den 4%igen Agar bewegt, 
wodurch vegetative Zellen abgetrennt wurden. Die Zygoten verblieben auf dem Agar. Unter dem Licht-
mikroskop waren sie deutlich als größere, orange-bräunlich gefärbte Zellen zu erkennen. 
Für die Tetradenanalyse wurden in rechteckige Petrischalen Platten mit 2 % TAP-Agar gegossen. 
Diese Platten wurden in der Woche zuvor immer frisch angesetzt und im Kühlschrank gelagert, damit 
die in den Platten vorhandene Feuchtigkeit möglichst bewahrt blieb. Es stellte sich heraus, dass das 
Verschieben von Zygoten und Tetraden auf frischen Platten deutlich verlustfreier funktionierte. Des 
Weiteren wurde zur Herstellung der Platten ein hochwertiger Agar verwendet, der weniger Verunreini-
gungen aufwies (Granulierter Agar, BD Difco). Dadurch waren insbesondere die kleineren Tetradenzel-
len leichter sichtbar. Auf dem Boden der Platten wurde ein Gitter eingezeichnet mit einer sich farbig 
abhebenden Startlinie. 
Mit der Spitze des Skalpells wurde ein pyramidenförmiges Stück aus dem 4%igen Agar samt Zy-
goten ausgeschnitten. Die Agarpyramide wurde mit der Grundfläche auf die neue Platte in den Bereich 
oberhalb der Startlinie übertragen und vorsichtig entlang der Linie bewegt, was zur Ablösung der Zy-
goten führte. Mit einem sterilen Glasstab wurden anschließend einzelne Zygoten auf die Kreuzungs-
punkte auf der Startplatte gezogen. Für den Fall, dass diese Zygoten nicht auskeimten, wurden ein bis 
zwei weitere Zygoten in unmittelbarer Nähe platziert. Um vegetative Zellen abzutöten, welche im Pro-
zess unbeabsichtigt auf die neue Platte übertragen worden waren, wurde die Platte verkehrt herum für 
30–40 s über eine Glasschale mit Chloroform gehalten (Füllhöhe 1 cm). Dank ihrer schützenden ver-
dickten Zellwand überlebten nur die Zygoten diese Behandlung. 
Die Platten wurden mit Parafilm verschlossen und üN im Dauerlicht gelagert (150 µmol m-2 s-1). 
Licht und der Stickstoffgehalt im Medium aktivierten den Keimungsvorgang der Zygoten. Am nächs-
ten Morgen wurden die vier ausgekeimten Tochterzellen mit einem Glasstab auf die Kreuzungspunkte 
unter der Startlinie gezogen. Hierbei war es wichtig, die Zellen in einer Feuchtigkeitspfütze zu ver-
schieben, um sie bei der Behandlung nicht zu zerstören. Die Platte wurde wieder verschlossen und im 
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Licht gelagert, bis die Tochterzellen zu Kolonien herangewachsen waren, von welchen anschließend 
eine neue Erhaltungskultur angelegt werden konnte.  
 
2.12.7 Bestimmung des Kreuzungserfolgs 
Beim Gesamterfolg, Chlamydomonas-Stämme miteinander zu kreuzen, spielte einerseits die Paa-
rungseffizienz (s. 2.12.4) eine große Rolle, andererseits war auch von Bedeutung, was nach erfolgreicher 
Paarung mit der Zygote geschah. Entscheidend waren hierbei der Keimungserfolg der positionierten 
Zygoten, die Effizienz der manuellen Tetradenvereinzelung und die Wahrscheinlichkeit, mit welcher 
die vereinzelten Tochterzellen zu Kolonien heranwuchsen (Abb. 2.3). Bei einer Erfolgsquote von 100 
% können aus jeder positionierten Zygote vier neue Kolonien und damit vier neue potentielle Kreu-
zungsprodukte gewonnen werden.  
 
 
Abb. 2.3: Mögliche Schicksale der Zygoten in der Tetradentrennung. Wenn aus den Zygoten Tetraden aus-
schlüpften, konnten sie im Anschluss vereinzelt werden. Nicht alle vereinzelten Tetradenzellen wuchsen jedoch 
zu Kolonien heran. 
 
Es wurde eine Statistik aufgestellt, um sowohl einen Überblick über die Kreuzungserfolge bei 
der Paarung verschiedener Stämme zu erhalten, wie auch um die zeitliche Verbesserung des Kreu-
zungserfolgs beobachten zu können, die sich im Laufe der Zeit durch wiederholte Übung einstellte. 
Um die Ausbeute an neuen Kolonien zu ermitteln, wurde zunächst berechnet, welche Anzahl an 
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wachstumsfähigen Tetradenzellen bzw. Kolonien bei einer Erfolgsquote von 100 % theoretisch aus 
den vereinzelten Zygoten zu erwarten wäre. Anschließend wurde überprüft, wie viele Zellen nach 
jedem Teilschritt tatsächlich gefunden wurden. Daraus ergab sich der Anteil an 1) Tetradenzellen aus 
Zygoten, die niemals ausgeschlüpft waren, 2) Tetradenzellen, die nach der Keimung vereinzelt wur-
den, jedoch nicht zu Kolonien auswuchsen, und 3) Tetradenzellen, aus denen später wachsende Ko-
lonien hervorgingen. 
 
2.13 Genetischer Nachweis des Paarungstyps und der GYD-Mutation mittels 
PCR 
2.13.1 Extraktion der DNA 
Für die DNA-Extraktion wurde mithilfe einer Impföse etwas Zellmaterial von Agarplatten der je-
weiligen Kultur entnommen und in sterilen 2ml-Eppendorf-Gefäßen mit 50 µl 10 mM EDTA suspen-
diert. Anschließend wurden die Proben für 1–2 min auf dem Vortex gemischt, bis keine mit dem Auge 
erkennbaren Verklumpungen zurückblieben, und danach im Thermocycler bei 100 °C für 5 min aufge-
kocht. Nach erneutem Vortexen wurden die Proben bei 12.000 g für 2 min zentrifugiert. Das Pellet 
wurde verworfen, der Überstand 1:10 mit PCR-Wasser verdünnt und bis zur Analyse bei 4 °C gelagert. 
Die Bestimmung des DNA-Gehalts in der 1:10-Verdünnung erfolgte mit der Mikrovolumen-Spekt-
ralphotometer (NanoDrop 2000, Thermo Fisher Scientific). Ein DNA-Gehalt zwischen 50 und 100 ng/ml 
lieferte bei der nachfolgenden Durchführung einer Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, 
PCR) gute Ergebnisse. Die Proben wurden, falls nötig, entsprechend mit PCR-Wasser verdünnt.  
 
2.13.2 Colony PCR zur Amplifikation der DNA-Loci von Paarungstyp und GYD-
Gen 
Um sicherzustellen, dass die aus der Kreuzung hervorgegangenen Stämme tatsächlich Eigen-
schaften des wildtypischen Elternteils in sich trugen, wurde ihr Paarungstyp mittels einer Colony PCR 
nachgewiesen. Dies geschah nach einem Protokoll von Werner und Mergenhagen (1998). Mithilfe 
der dort angegebenen Sequenzen wurden die Primerpaare Cr_fus_up / Cr_fus_low für den Plus-Paa-
rungstyp und Cr_mid_up und Cr_mid_low für den Minus-Paarungstyp designt (Tab. 2.2). Da in der 
Colony PCR direkt aus der Kultur entnommene Zellen eingesetzt werden statt aufgereinigter DNA, 
eignet sie sich als schnelle Methode mit hohem Durchsatz beim Screening einer großen Anzahl von 
Stämmen. 
Neben dem Paarungstyp konnte mittels der Colony PCR außerdem nachgewiesen werden, ob die 
Nachkommen die mutierte oder wildtypische Form des GYD-Gens besaßen. Bei dem Mutantenstamm 
Jonikas GYD K6 wurde eine Sequenz für ein Gen für Paromomycin-Resistenz in das GYD-Gen inse-
riert. Das entsprechende PCR-Produkt war dadurch um 2260 bp länger als das des Wildtyps. Um das 
GYD-Gen mit bzw. ohne Insertion zu vervielfältigen, wurde das Primerpaar GYD 5'UTR fwd 1 und 
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GYD Jonikas rev1 verwendet, welche bereits im Vorgängerprojekt designt worden waren (A. 
Schramm, unveröffentlichte Ergebnisse). 
Die Primer wurden anhand der vom Hersteller (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) angege-
benen Konzentrationen auf 30 µM Lösungen verdünnt. Als Polymerase wurde die OptiTaq DNA Poly-
merase von Roboklon (Berlin) zugegeben. Der im Kit enthaltene Puffer Pol C enthielt bereits eine Gel-
Schwerelösung für den späteren Auftrag auf das Agarose-Gel. Außerdem waren dem Puffer zwei Farb-
stoffe beigemischt, die im entsprechenden Gel etwa mit der Geschwindigkeit eines 600 bp Fragmentes 
(roter Farbstoff) bzw. eines 20 bp Fragmentes (gelber Farbstoff) bewegten; dies war hilfreich, um den 
zeitlichen Wanderungsfortschritt der vervielfältigten PCR-Fragmente auf dem Gel abschätzen zu kön-
nen. 
 
Tab. 2.2: Primerliste. Alle Sequenzen sind in 5‘ zu 3‘ Richtung angegeben. Die Sequenz der Primer zum Nach-
weis des Paarungstyps sind Werner und Mergenhagen (1998) entnommen. Die Primer für das GYD-Gen wurden 
von A. Schramm designt. 








   
GYD-Gen 
GYD 5'UTR fwd 1 GGGTCTCGACGTAGAAATGTAGC 
GYD Jonikas rev1 AGCATCGTCCGTAGTAAGGC 
 
 
Tab. 2.3: Mastermix für die Colony PCR. Die Primer wurden in einer Endkonzentration von 0,6 pM zugegeben. 
OptiTaq und der Puffer Pol C stammten aus einem Kit von Roboklon (Roboklon, Berlin). 
Substanz Volumina 1x Volumina 10x 
Puffer Pol C 2,5 µl 25 µl 
dNTPs (5 mM) 1 µl 10 µl 
Primer F 0,5 µl 5 µl 
Primer R 0,5 µl 5 µl 
DMSO 2 µl 20 µl 
OptiTaq 0,125 µl 1,25 µl 
H2O 16,375 µl 163,75 µl 




Je 23 µl des Mastermixes (Tab. 2.3) wurde in sterile 0,2 ml-PCR-Tubes (Axygen Scientific) vor-
gelegt. Es wurden 2 µl der isolierten DNA zugegeben bzw. 2 µl H2O für die Kontrollansätze. Nach 
kurzem Vortexen und Anzentrifugieren wurden die Ansätze, dem jeweiligen Protokoll (s. Tab. 2.4/Tab. 
2.5) gemäß, im PCR-Cycler (peqSTAR, peqlab, VWR International, Darmstadt) inkubiert.  
 
Tab. 2.4: PCR-Protokoll für die Analyse des Paarungstyps. Verändert nach Werner und Mergenhagen (1998). 
Schritt Temperatur Zeit  
Einleitende Denaturierung 95 °C 120 s  
Denaturierung 95 °C 30 s 
35 x Annealing 52 °C 30 s 
Extension 72 °C 60 s 
Finale Extension 72 °C 7 min  
Kühlschritt 4 °C ∞  
 
Tab. 2.5: PCR-Protokoll für die Analyse des GYD-Gens. 
Schritt Temperatur Zeit  
Einleitende Denaturierung 95 °C 5 min  
Denaturierung 95 °C 30 s 
35 x Annealing 58 °C 30 s 
Extension 64 °C 4 min 
Finale Extension 72 °C 7 min  
Kühlschritt 4 °C ∞  
 
 
2.13.3 Auftrennung der Proben auf einem Agarose-Gel 
Für die Auftrennung der Proben wurde mit TAE-Puffer ein 1,5%iges (w/v) Agarose-Gel hergestellt. 
Die Anfärbung der DNA erfolgte mit Ethidiumbromid, welches vor dem Gießen des Gels direkt in die 
Gelkammer pipettiert wurde. Dabei reichten 5 µl Ethidiumbromid für 100 ml des verflüssigten Gels aus. 
Als Laufpuffer wurde TAE-Puffer verwendet. Die Taschen des Gels wurden mit 15 µl der PCR-Proben 
beladen. Zum Größenvergleich wurden in den äußeren Taschen 5 µl des Markers O’RangeRuler aufge-
tragen. Die Elektrophorese verlief kontinuierlich bei 120 V. Sie wurde abgebrochen, sobald die gelbe 
Lauffront des Pol-C-Puffers (20 bp) aus dem Gel migriert war.  
Die Visualisierung der Banden erfolgte mit einem Geldokumentationssystem von Biometra (Bio-
Doc Analyze, Biometra, Analytik Jena). Ein eingebauter Transilluminator machte das in den DNA-
Banden interkalierende Ethidiumbromid sichtbar, das unter UV-Licht zur Fluoreszenz angeregt wird. 
Von den so ausgeleuchteten Gelen wurden mittels der Software BioDoc Analyze 2.2 Bilder mit einer 
Kamera aufgenommen und entsprechend ausgewertet. 
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50x Tris-Acetat-EDTA-Elektrophoresepuffer (TAE) 
242 g Tris 
57,1 ml reine Essigsäure 
100 ml 0,5 M EDTA pH 8,0  
Ad 1000 ml Aqua dest. auffüllen, pH 8,3 einstellen. 
 
2.14 Nachweis der cia5-Mutation 
Um die cia5-Mutation nachzuweisen, wurden 2%ige Agarplatten aus TP- und TAP-Medium her-
gestellt. Die zu untersuchenden Stämme wurden auf diesen Platten ausgestrichen und für mindestens 
eine Woche im Licht (~100 µmol m-2 s-1) zur Anzucht abgestellt. 
 
2.15 Zellwandtest 
Es kamen zwei verschiedene Nachweismethoden zum Einsatz, um die Zellen der neu generierten 
Mutantenstämme auf das Vorhandensein einer funktionalen Zellwand zu testen.  
Zum einen sollte die Tatsache ausgenutzt werden, dass eine bestehende Zellwand die darunterlie-
gende Zellmembran der Chlamydomonas-Zelle schützt und sie vor der Zerstörung durch Detergenzien 
bewahrt. Um dies zu testen, wurden in einem sterilen Eppendorf-Gefäß 500 µl einer Zellsuspension mit 
weiteren 500 µl einer 1%igen Triton-X-100-Lösung versetzt. Ein weiterer Ansatz, welchem statt dem 
Detergens das gleiche Volumen destillierten Wassers zugesetzt wurde, diente als Kontrolle. Nach einer 
zehnminütigen Inkubationszeit, in welcher die Ansätze mehrmals invertiert wurden, wurde die Zellzahl 
in beiden Proben ausgemessen. Daraus ließ sich der prozentuale Anteil an durch Triton lysierten Zellen 
in Relation zum Kontrollansatz errechnen. 
In einem zweiten Experiment wurde die Anbindungsfähigkeit der Zellen an mit Vitamin B12 be-
deckte Agarosekugeln getestet. Wiederum wurden 500 µl Zellsuspension aus einer Erhaltungskultur in 
exponentieller Wachstumsphase entnommen und in ein steriles 2 ml-Eppendorf-Tube überführt. Ggf. 
wurde zunächst mit weiteren 500 µl TAP verdünnt, bevor 50–100 µl B12-Agarosekugeln zugesetzt 
wurden. Der Ansatz wurde für 60 Minuten unter einer Lampe mit 150 µmol m-2 s-1 inkubiert. Anschlie-
ßend wurde der Anbindungserfolg unter dem Mikroskop betrachtet und ausgewertet. 
 
2.16 Statistische Datenauswertung 
In der Regel wurden für alle physiologischen Experimente mindestens drei biologische Replikate 
angesetzt (n ≥ 3). Zur statistischen Auswertung der Daten wurde ein One-Way-ANOVA-Verfahren 
durchgeführt, gefolgt von einer Bonferroni-Korrektur. Diese Analysen wurden mit der Softwaren 





3. Ergebnisse  
3.1 Auswahl geeigneter Wildtypen und Mutanten für den ersten Kreuzungsschritt 
Im ersten Schritt sollte jeweils eine der bereits vorliegenden GYD- und cia5-Mutanten durch die 
Einkreuzung eines leistungsfähigen Wildtyps in ihren physiologischen Eigenschaften und ggf. morpho-
logischen Merkmalen (z.B. das Vorhandensein einer schützenden Zellwand) verbessert werden. An be-
reits bekannten GYD-Mutanten standen nur zwei zur Auswahl: CC-4160 GYD und Jonikas GYD. Bei 
beiden wurde die Mutation im GYD-Gen durch die Insertion einer Genkassette hervorgerufen, womit 
sie unter die Definition eines GVO fallen. Eine GYD-Mutante, welche nicht unter die GVO-Verordnun-
gen fällt, existiert zum jetzigen Zeitpunkt leider nicht.  
Demgegenüber war die Auswahl an existierenden cia5-Mutanten größer. Unter den Erhaltungskul-
turen im Labor zeichneten sich besonders CC-2702 cia5 und CC-5011 cia5 durch ihre verhältnismäßig 
gutes mixotrophes Wachstum auf TAP-Agarplatten sowie ihre einfache Handhabung aus. Dies deutete 
bereits auf eine leistungsfähigere Physiologie und einen robusteren Habitus hin, verglichen mit Stäm-
men wie CC-4427 cia5-1, welche sich in der Handhabung als wesentlich empfindlicher erwiesen und 
oftmals Schwierigkeiten in der Anzucht bereiteten. Als Screeningkandidaten wurden daher die beiden 
erstgenannten cia5-Stämme ausgesucht. 
Um den bestgeeigneten Wildtyp für die Aufwertung der defizitären Mutanten wählen zu können, 
wurden zunächst sechs verschiedene wildtypische Stämme auf relevante Kriterien hin untersucht. Ziel 
war es, einen Wildtyp mit einer hohen Wachstumsrate und guten Photosyntheseleistung zu bestimmen. 
Dieser sollte zugleich, entsprechend der späteren Verwendung der neu zu entwickelnden Doppelmu-
tante, zu hoher Glykolatausschüttung befähigt sein. Da unter den GYD- und cia5-Mutanten Stämme 
beider Paarungstypen vertreten waren, erschien es von Vorteil, auch im Falle der Wildtypen zunächst 
eine Auswahl von Stämmen mit jeweils mt+- oder mt–-Paarungstyp für die spätere Kreuzung bereitzu-
halten.  
Als erster Kandidat wurde der Stamm CC-409 oder 11-32b ausgewählt. Er gehört zu einem der 
meist verbreiteten Standardlaborstämme und wird in unserem Labor bereits seit längerem als Refe-
renzstamm verwendet, da er für seine hohe Photosyntheseleistung bekannt ist. Des Weiteren wurden 
die Voruntersuchungen im Bezug auf die Experimente zur Glykolatexkretion mit diesem Stamm 
durchgeführt (Günther et al., 2012). 
Ebenfalls erschien CC-621 als ein vielversprechender Kandidat. Dieser Wildtypenstamm kann 
zwar nicht auf nitrathaltigem Medium wachsen, jedoch konnte in Paarungen mit dem Geschwister-
stamm CC-620 eine hohe Effizienz festgestellt werden (Harris, 2009; Saito et al., 1998), was die Ar-
beit in den nachfolgenden Kreuzungsschritten erleichtern könnte.  
In Zusammenarbeit mit dem Chlamydomonas Resource Center wurden weitere Wildtypen aus-
gewählt, die gut auf Agar wuchsen, einen robusten und widerstandsfähigen Eindruck machten und 
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Nitrat als Stickstoffquelle nutzen konnten (Matt Laudon, persönliche Kommunikation). Die Wahl fiel 
dabei auf die vier Stämme CC-1009, CC-1691, CC-408 und CC-410.  
 
3.1.1 Wachstumsraten der Wildtypen und ursprünglichen Mutanten 
Das Wachstum der Ursprungsstämme wurde zunächst bei zwei verschiedenen Lichtstärken be-
trachtet. Die Wachstumsrate µ stellt dabei ein Maß für die tägliche Zunahme der Zellzahl während der 
exponentiellen Wachstumsphase dar. Im Schwachlicht (low light = LL; 50 µmol m-2 s-1) wiesen Wild-
typen sowie Mutanten ähnliche Wachstumsraten auf mit kaum signifikanten Unterschieden (Tab. 3.1). 
Bei höheren Belichtungsstärken (high light = HL; 300 µmol m-2 s-1) kam der Unterschied in der Wachs-
tumseffizienz stärker zum Tragen. Von den Wildtypen wiesen CC-1009 mit 1,52 d-1 und CC-410 mit 
1,68 d-1 in der exponentiellen Phase die höchste Zunahme in der Zellzahl auf. Beides sind Stämme mit 
einem Minus-Paarungstyp. Gegenüber dem im Labor hauptsächlich eingesetzten Wildtyp 11-32b mit 
1,29 d-1 zeigten sie deutlich erhöhte Werte.  
11-32b war allerdings der einzige untersuchte Wildtyp mit mt+-Paarungstyp und in der Arbeits-
gruppe bereits für unkompliziertes Handling und eine gute physiologische Performance bekannt. Daher 
wurden diese drei Wildtypenstämme im Folgenden für eine genauere physiologische Charakterisierung 
ausgewählt. 
 
Tab. 3.1: Tägliche Wachstumsraten und Chlorophyllgehalt für verschiedene Wildtypen und Mutanten wäh-
rend exponentieller Wachstumsphase. Es wurde die tägliche Zunahme in der Zellzahl im Starklicht (300 µmol 
m-2 s-1, HL) und Schwachlicht (50 µmol m-2 s-1, LL) und der Chlorophyllgehalt pro Zelle aufgenommen. Die 
aufgeführten Parameter geben den Mittelwert aus drei unabhängigen Wiederholungen wieder, angegeben ist au-
ßerdem die Standardabweichung. Werte, die keine signifikanten Unterschiede aufweisen, sind mit demselben 
Buchstaben gekennzeichnet (Testsystem: one-way analysis of variance; ANOVA; mit p<0,05). 










11-32b WT 1,29 ± 0,09 a 4,70 ± 0,46 0,55 ± 0,05 abc 4,67 ± 0,50 
408 WT 1,46 ± 0,09 ab 2,27 ± 0,08 0,48 ± 0,03 b 4,46 ± 0,14 
410 WT 1,68 ± 0,03 bd 1,50 ± 0,09 0,65 ± 0,03 c 2,71 ± 0,14 
621 WT 0,98 ± 0,10 c 1,88 ± 0,49 0,55 ± 0,01 abc 3,12 ± 0,87 
1009 WT 1,52 ± 0,12 ade 2,56 ± 0,38 0,49 ± 0,05 ab 4,91 ± 0,82 
1691 WT  1,37 ± 0,06 a 2,34 ± 0,23 0,52 ± 0,04 abc 2,97 ± 0,14 
     
Jonikas GYD 1,47 ± 0,05 abd 2,79 ± 0,64 0,49 ± 0,04 ab 4,51 ± 0,62 
4160 GYD  0,94 ± 0,03 c 2,33 ± 0,24 0,54 ± 0,04 abc 2,93 ± 0,24 
2702 cia5  0,98 ± 0,10 c 1,93 ± 0,53 0,55 ± 0,01 abc 3,58 ± 0,72 
5011 cia5 1,34 ± 0,09 ae 1,57 ± 0,47 0,55 ± 0,06 abc 2,85 ± 0,29 
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Den geringsten Zuwachs unter den Wildtypen konnte der Stamm CC-621 verzeichnen, dessen 
Wachstumsrate mit µ = 0,98 d-1 signifikant unter denen der anderen Stämme lag.  
Zwei der Mutanten wiesen ein mit den leistungsfähigen Wildtypstämmen vergleichbares Wachs-
tumspotenzial auf: der Stamm Jonikas GYD mit 1,47 d-1 und die cia5-Mutante CC-5011 mit 1,35 d-1. 
Die Wachstumsraten der beiden Mutanten CC-4160 GYD und CC-2702 cia5 lagen demgegenüber mit 
0,96 d-1 respektive 0,98 d-1 signifikant niedriger.  
Die Aufnahme von Wachstumskurven bei verschiedenen Lichtintensitäten zeigte außerdem deut-
lich, dass die Zellen ihren Chlorophyllgehalt während der exponentiellen Phase an die Lichtqualität 
anpassten. In den meisten Fällen war der Pigmentgehalt im Starklicht um durchschnittlich 40 % redu-
ziert im Vergleich zur Schwachlichtbedingung. Allerdings fiel auf, dass der Wildtyp 11-32b in seiner 
Chlorophyllkonzentration kaum auf die unterschiedlichen Lichtverhältnisse reagierte. Diese Tendenz 
war auch bei CC-1691 festzustellen.  
Generell zeigten die Wildtypen in ihrem Chlorophyllgehalt eine hohe Variabilität von 40–60 %, 
wobei die Unterschiede im Schwachlicht weniger gravierend ausfielen. Auch zwischen den verschiede-
nen Mutantenstämmen zeigten sich variierende Chlorophyllkonzentrationen. Die Unterschiede zwi-
schen den Stämmen waren hier allerdings weniger stark als bei den Wildtypen. Cia5-Mutanten schienen 
im Starklicht weniger Chlorophyll anzureichern als GYD-Mutanten.  
 
Während eine Dauerbelichtung bei 300 µmol m-2 s-1 für das anfängliche Screening der Wildtypen 
gut geeignet war, um Unterschiede in der Wachstumsfähigkeit in einer Batch-Kultur aufzuzeigen, so 
stellte sich bei späteren Versuchen (Sauerstoffmessungen, Bestimmung der Glykolatexkretionsraten) 
heraus, dass diese Kulturbedingung zur Anzucht und Messung nicht praktikabel war. Für die Folgeex-
perimente wurden für jeden zu vermessenden Stamm mehrere Kulturen in vergleichbarem physiologi-
schen Zustand mit definiertem Chlorophyllgehalt benötigt. Damit täglich möglichst mehrere der Kultu-
ren diese Experimentationsbedingungen erreichten und für die Messung eingesetzt werden konnten, war 
demnach die stabile semi-kontinuierliche Kultivierung eine wichtige Voraussetzung. Jedoch ließ sich 
aufgrund der teilweise hohen Wachstumsleistung bei einer kontinuierlichen Lichtstärke von 300 µmol 
m-2 s-1, insbesondere bei den Wildtypen, ein definierter Chlorophyllgehalt nur schwer einstellen. Zusätz-
lich schränkte das geringe Volumen des Probenröhrchens im Photobioreaktor (70 ml) den maximalen 
Verdünnungsgrad ein. Daher wurde im Folgenden zu einer Anzucht und Messung bei 150 µmol m-2 s-1 
(medium light, ML) und einem Tag-Nacht-Rhythmus von 14:10 h übergegangen. Unter diesen Bedin-
gungen war die Teilungsrate der Kulturen etwas geringer, die Länge der exponentiellen Wachstums-
phase erhöht und eine semi-kontinuierliche Kultivierung der Kulturen, wie sie für die folgenden Versu-
che von Vorteil war, wurde somit erleichtert. Gleichzeitig waren die Unterschiede in den Wachstums-
raten noch ähnlich signifikant wie bereits unter Starklicht, sodass auch unter der ML-Belichtung quan-
titative Aussagen über die Wachstumsfähigkeit einzelner Stämme getroffen werden konnten (vgl. Abb. 
3.1). Die spätere Aufnahme von Wachstumskurven der Mutanten der zweiten und dritten Generation 
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Abb. 3.1: Wachstumsraten verschiedener Wildtypen bei variierender Belichtung. Die Wachstumsraten be-
ziehen sich auf die tägliche Zunahme in der Zellzahl und wurden jeweils bei 50 (LL) bzw. 300 (HL) µmol Photonen 
m-2 s-1 Dauerlicht, sowie bei einem Tag-Nacht-Rhythmus bei 150 µmol Photonen m-2 s-1 gemessen (ML). Unter 
ML-Bedingungen waren die Unterschiede zwischen den Wildtypen ähnlich signifikant wie bereits unter HL-Be-
dingungen. Die Werte geben den Mittelwert aus drei unabhängigen Wiederholungen wieder, angegeben ist zudem 
die Standardabweichung. 
 
Die folgenden Messungen bedurften einer längeren Vorbereitung und waren insgesamt zeitauf-
wendiger als die Ermittlung der Wachstumsraten. Um den Arbeitsaufwand zu minimieren, wurden 
daher aus den sechs Wildtypen die drei Stämme mit der höchsten Wachstumsleistung für genauere 
Untersuchungen ausgewählt: 11-32b, CC-410 und CC-1009. 
 
3.1.2 A*phy, Qphar und die Wachstumseffizienz verschiedener Wildtypen und Mu-
tanten 
Bei der Frage, wie effizient einzelne Algenstämme die zur Verfügung stehende Lichtenergie absor-
bieren können, spielt der Chl-a-spezifische Absorptionskoeffizient eine wichtige Rolle. A*phy (Einheit: 
[m2 (mg Chl a )-1]) beschreibt die einem in der Zelle gebundenen Chlorophyllmolekül zur Verfügung ste-
hende Fläche. Dieser Faktor hat somit einen direkten Einfluss auf den Selbstbeschattungsgrad der Algen-
zellen bei der Kultivierung im Bioreaktor. Je niedriger dieser Wert ist, desto höher kann der Bioreaktor 
mit produktiven Zellen bestückt werden, ohne dass es zur gegenseitigen Selbstbeschattung kommt. Nied-
rige a*phy-Werte sind daher von Vorteil für einen Stamm, der biotechnologisch genutzt werden soll 
(Schramm et al., 2015).  
Bei den Wildtypen erreichten 11-32b und CC-410 mit 8,3 respektive 9,8 m2 (g Chl a)-1 die niedrigsten 
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a*phy-Werte (Tab. 3.2). Der dritte vermessene Wildtyp, CC-1009, wies mit 11,7 m2 (g Chl a)-1 dagegen 
einen ähnlichen hohen Absorptionskoeffizienten wie die Mutanten auf. 
Qphar beschreibt die Menge an photosynthetisch absorbierten Lichtquanten und wird durch das 
a*phy der Spezies und den Chlorophyllgehalt im Reaktor beeinflusst. Der Wert lag bei den vermessenen 
Wildtypen vergleichsweise ähnlich bei etwa 70 µmol Quanten m-2 s-1 (Tab. 3.2). Dies entsprach etwa 50 
% der eingestrahlten Lichtquanten (150 µmol Photonen m-2 s-1). Bei den Mutanten, die ein höheres 
a*phy aufwiesen, war der Qphar-Wert demgegenüber durchschnittlich um etwa ein Drittel erniedrigt.  
Aus dem Qphar-Wert kann die Wachstumseffizienz µ/Qphar berechnet werden, die eine Vorstellung 
darüber vermittelt, mit welcher Effizienz einzelne Stämme die absorbierte Lichtenergie in neugebildeter 
Biomasse speichern können. Da die vermessenen Wildtypen weder in ihrer Wachstumsrate µ noch im 
Qphar große Abweichungen aufwiesen, zeigten sich auch in ihrer Wachstumseffizienz keine signifikanten 
Unterschiede. Ihre durchschnittliche Wachstumseffizienz lag bei 0,22 m2 (mol Quanten)-1. Unter allen 
Stämmen wies die Mutante Jonikas GYD mit 0,36 m2 (mol Quanten)-1 die höchste Wachstumseffizienz 
auf. Trotz eines vergleichsweise niedrigen Qphar-Wertes erreichte sie eine gute Wachstumsleistung und 
damit eine gegenüber den Wildtypen signifikant erhöhte Wachstumseffizienz. 
 
Tab. 3.2: Absorptionsquerschnitt a*phy, photosynthetisch genutzte Menge an Quanten (Qphar), Absorpti-
ons- und Wachstumseffizienz verschiedener Wildtypen und Mutanten. Alle Messungen zur Bestimmung der 
genannten Parameter wurden bei 150 µmol Photonen m-2 s-1 durchgeführt mit Kulturen, die für mindestens drei 
Tage an diese Bedingungen akklimatisieren konnten. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei unabhängigen Mes-
sungen, sowie die Standardabweichung. Werte, die keine signifikanten Unterschiede aufweisen, sind mit demsel-
ben Buchstaben gekennzeichnet (Testsystem: one-way analysis of variance; ANOVA; mit p<0,05). 
 a * phy 










µ / Qphar 
[m2 (mol Quanten)-1] 
11-32b WT 8,3 ± 1,5 a 73,2 ± 0,7 a 49 1,18 ± 0,13 0,19 ± 0,00 a 
410 WT  9,8 ± 0,9 ab 70,4 ± 3,2 a 47 1,47 ± 0,02 0,25 ± 0,01 ab 
1009 WT 11,7 ± 2,0 b 69,9 ± 1,0 a 47 1,32 ± 0,02 0,22 ± 0,00 a 
      
Jonikas GYD 11,4 ± 0,7 b 45,4 ± 12,6 b 30 1,32 ± 0,02 0,36 ± 0,12 b 
4160 GYD 12,8 ± 0,9 b 44,4 ± 7,5 b 30 0,89 ± 0,03 0,23 ± 0,04 ab 
2702 cia5 11,2 ± 0,2 b 57,7 ± 14,1 a 38 0,87 ± 0,05 0,18 ± 0,04 a 







3.1.3 Sauerstoffproduktionsraten und NPQ 
Um die photosynthetische Leistung der einzelnen Stämme beurteilen zu können, wurde für die 
Wildtypen und Mutanten die Bruttophotosyntheserate in Abhängigkeit von der Lichtintensität (photo-
synthetically active radiation, PAR) aufgenommen. Aus den so erzeugten P-I-Kurven ging hervor, dass 
CC-410 von allen Stämmen die höchste Sauerstoffproduktionsrate aufwies (Abb. 3.2 a). Dieser Stamm 
erreichte einerseits am Maximum der betrachteten Belichtungsstärken die höchsten Produktionsraten 
(Pmax = 356 µmol O2 (mg Chl a)-1 h-1). Andererseits zeigte er auch bei niedrigen Belichtungsstärken eine 
höhere Rate: Der α slope, der Anstieg der Photosyntheserate im lichtlimitierenden Anfangsbereich, war 
bei diesem Stamm besonders hoch (α slope =1,06; vgl. Tab. 3.3). 
 
Tab. 3.3: Photosyntheseparameter verschiedener Wildtypen und Mutanten. Pmax ist die in der Messung ma-
ximal erreichte Photosynthesekapazität, α entspricht der Steigung der Kurve im lichtlimitierten Bereich und Ik gibt 
den Lichtsättigungspunkt an. Alle Parameter sind Mittelwerte dreier unabhängiger Messungen, angegeben ist au-
ßerdem die Standardabweichung. 
 
Pmax [µmol O2  
(mg Chl a)-1 h-1] 
α slope 
Ik [µmol  
Photonen m-2 s-1] 
11-32b 304,8 ± 7,7 0,76 ± 0,04 403,6 ± 27,2 
CC-410  355,7 ± 12,7 1,06 ± 0,04 318,2 ± 2,9 
CC-1009 267,4 ± 8,2 0,94 ± 0,02 284,6 ± 9,5 
    
Jonikas GYD 196,0 ± 17,6 0,79 ± 0,11 260,8 ± 29,8 
CC-4160 GYD 188,2 ± 13,6 0,69 ± 0,09 283,1 ± 25,7 
CC-2702 cia5 196,5 ± 0,2 0,83 ± 0,01 236,3 ± 3,4 
CC-5011 cia5 225,2 ± 11,5 0,79 ± 0,05 288,7 ± 7,3 
 
  
Die Raten von 11-32b und CC-1009 waren demgegenüber mit einem Pmax-Wert von etwa 280 µmol 
O2 (mg Chl a)-1 h-1 (bei 1273 µE) um etwa 20 % erniedrigt und zeigten untereinander keine signifikanten 
Unterschiede. CC-1009 wies in den Versuchen den geringsten IK-Wert auf (Tab. 3.2). Dieser Wert gibt 
den Lichtsättigungspunkt des untersuchten Stammes an. Ein niedriger IK-Wert spricht demnach für eine 
Absättigung der photosynthetischen Lichtreaktion bei vergleichsweise schwächeren Lichtstärken.  
Wie zuvor die Wachstumsleistung, so lag auch die photosynthetische Leistung der Mutanten-
stämme deutlich unter denen der Wildtypen (Abb. 3.2 b). Ihre Pmax-Werte waren gegenüber dem leis-
tungsfähigen Wildtyp CC-410 durchschnittlich um 30–45 % reduziert. Insgesamt kam es bei den Mu-
tanten bereits bei geringeren Lichtstärken zur Sättigung der Sauerstoffproduktion und damit zur Photo-
inhibition, wohingegen der Wildtyp CC-410 bei den beobachteten Lichtstärken das Maximum der Sau-
erstoffproduktion noch nicht erreichte. Hier zeigte unter den Mutanten CC-5011 cia5 die höchste Leis-
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tung mit Pmax = 225 µmol O2 (mg Chl a)-1 h-1, auch wenn die maximale Photosyntheserate dieses Stam-
mes deutlich unter der des Wildtyps blieb. Bei den GYD-Mutanten erreichte Jonikas GYD mit Pmax = 
249 µmol O2 (mg Chl a)-1 h-1 die höchste Photosyntheserate. Beide Beobachtungen passten zu der Tat-
sache, dass CC-5011 cia5 und Jonikas GYD sich bereits als die Mutanten mit den höchsten täglichen 
Zuwachsraten erwiesen hatten. 
 
 
Abb. 3.2: Lichtabhängige Sauerstoffproduktion verschiedener Wildtypen (a) und Mutanten (b). Die Sauer-
stoffentwicklung verschiedener Stämme, normalisiert auf den Chl-a-Gehalt, wurde bei steigender Lichtintensität 
untersucht. Die Messung der Sauerstoffentwicklung erfolgte mit einer Clark-Elektrode. Vor Messbeginn wurden 
die Kulturen über mindestens drei Tage an eine Beleuchtungsstärke von 150 µmol m-2 s-1 akklimatisiert. Darge-





Parallel zur Messung der Sauerstoffproduktionsraten wurde über Fluoreszenzmessungen das nicht-
photochemische Quenching (NPQ) der einzelnen Kulturen in Abhängigkeit zur eingestrahlten Lichtin-
tensität ermittelt (Abb. 3.3 a). Die niedrigsten NPQ-Raten wurden dabei bei den beiden Wildtypen CC-
410 und 11-32b gemessen, die beide in einem vergleichbaren Bereich lagen. Ihr maximales NPQ 
(NPQmax) lag etwa bei 0,65. Dagegen wies CC-1009 ein im Schnitt um 40 % erhöhtes NPQ gegenüber 
den beiden anderen Wildtypen auf – ein Hinweis darauf, dass dieser Stamm einen höheren Anteil der 
ursprünglich absorbierten Energie in Protektionsmechanismen kanalisiert, was wiederum möglicher-
weise die bei diesem Wildtypstamm niedrigere Photosyntheseleistung erklären kann. Die Induktionski-
netiken waren bei allen drei Wildtypen ähnlich, die NPQ-Werte stiegen mehr oder weniger gleichmäßig 
mit wachsender Lichtintensität an.  
 
Bei den Mutantenstämmen CC-5011 cia5, CC-4160 GYD und Jonikas GYD (Abb. 3.3 b) lag der 
in den Messungen bestimmte maximale NPQ-Wert mit 0,8 zwischen dem NPQmax des Wildtyps CC-
1009 und der Wildtypen CC-410 bzw. 11-32b. CC-2702 cia5 zeigte dagegen ein niedrigeres NPQmax bei 
0,66. Jedoch wiesen sowohl dieser cia5-Stamm als auch Jonikas GYD eine abweichende Induktionski-
netik auf. Hier stiegen die NPQ-Werte bei einer Lichtintensität von etwa 200 µmol Photonen m-2 s-1 
zunächst stark an, um ab etwa 700 µmol m-2 s-1 langsam in eine Sättigung auszulaufen. Generell wird 
die Interpretation der NPQ-Kinetik aus den vorhandenen Daten bei Chlamydomonas dadurch erschwert, 
dass hier unterschiedliche, sich teilweise überlagernde Mechanismen der Energiedissipation zum Tragen 
kommen. So spielen, wie eingangs dargestellt (vgl. 2.9), beim Chlamydomonas nicht nur die Xantho-
phylle eine wichtige Rolle im Quenching. Auch die state transitions, also das Abwandern von LHC-
Komplexen aus dem PSII ins PSI und die daraus resultierende Veränderung der Antennengröße, beein-
flussen die Energiedissipation maßgeblich. 
Insgesamt schienen die Mutantenstämme eher an niedrigere Lichtintensitäten adaptiert zu sein. Da-
für sprechen zum einen ihre niedrigen IK-Werte, zum anderen die Tatsache, dass die NPQ-Werte recht 
hoch waren, was darauf hindeutet, dass ein größerer Anteil der absorbierten Lichtenergie über Dissipa-
tion abgeführt wird. Allerdings zeigte z.B. die Mutante Jonikas GYD trotz geringer Absorptionseffizienz 
(30 %), hohem NPQ (NPQmax = 0,81) und eher niedrigen Photosyntheseraten (Pmax = 196,0 µmol O2 (mg 
Chl a)-1 h-1) eine gute Wachstumseffizienz auf (0,36 m2 (mol Quanten)-1). Dahingegen war beim Wildtyp 
11-32b die Absorptionseffizienz zwar hoch (49 %), der Energieverlust durch NPQ niedriger (NPQmax = 
0,63) und die Photosyntheseraten hoch (Pmax = 304,8 µmol O2 (mg Chl a)-1 h-1), dennoch blieb die Wachs-
tumseffizienz insgesamt eher gering (0,19 m2 (mol Quanten)-1). Die Stämme wiesen also einen unter-





Abb. 3.3: Nicht-photochemisches Quenching (NPQ) verschiedener Wildtypen (a) und Mutanten (b). Die 
Kulturen wurden über mindestens drei Tage an eine Lichtintensität von 150 µmol m-2 s-1 akklimatisiert. Dargestellt 
sind die Mittelwerte aus drei unabhängigen Wiederholungen mit Standardabweichung.  
 
3.1.4 Stündliche Glykolatexkretionsraten im Kurzzeitversuch 
Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, eine robuste Doppelmutante mit möglichst hohen Glykolat-
produktionsleistungen zu erzeugen. Für die Mutanten und Wildtypen, die als Ausgangsmaterial für die 
Kreuzung benutzt werden sollten, war dementsprechend eine hohe Glykolatexkretionsrate von Vorteil. 
Im Screening wurden zunächst die maximal erreichbaren Raten bei Zugabe des CCM-Hemmers EZA 
bestimmt. Dabei zeigte sich, dass die drei Wildtypenstämme vergleichbar hohe Glykolatexkretionsraten 
aufwiesen. Sie lagen um die 30 µM Glykolat (mg Chl a)-1 h-1 (Abb. 3.4), was in etwa 2,3 mg entspricht. 
Hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Wildtypen (Testsystem: one-way analysis 
of variance; ANOVA; mit p<0,05).  
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Die Produktionsraten der meisten Mutanten lagen signifikant unter jenen der getesteten Wildtypen. 
Da Glykolat als ein Produkt der Photorespiration ausgeschieden wird und die Exkretionsrate damit ab-
hängig von der Effizienz der Lichtreaktion ist, sind die niedrigen Produktionsraten im Falle der Mutan-
ten nicht verwunderlich, betrachtet man deren im Vergleich niedrigere Photosyntheseleistung bei der 
Messlichtstärke von 150 µmol Photonen m-2 s-1. Lediglich die Mutante Jonikas GYD konnte recht hohe, 
mit den Wildtypen vergleichbare Produktionsleistungen erreichen. Generell wiesen die GYD-Mutanten 
unter EZA-Zugabe leicht erhöhte Produktionsraten gegenüber den cia5-Mutanten auf, vermutlich, da 
bei ersteren die weitere Metabolisierung des Glykolats durch die Glykolatdehydrogenase gehemmt ist. 
Für alle Stämme waren die Raten zudem über den Beobachtungszeitraum von 24 h stabil, solange 
der CCM-Inhibitor EZA zugegeben wurde. 
 
Abb. 3.4: Stündliche Glykolatproduktionsraten der Wildtypen und Mutanten der ersten Generation. Alle 
Raten wurden über sechs Stunden bei 20°C und einer Beleuchtung von 150 µmol m-2 s-1 und unter Zugabe von 50 
µM EZA aufgenommen. Aufgeführt ist der Mittelwert aus drei unabhängigen Messungen und zusätzliche die 
Standardabweichung. Werte, die keine signifikanten Unterschiede aufweisen, sind mit demselben Buchstaben ge-
kennzeichnet (Testsystem: one-way analysis of variance; ANOVA; mit p<0,05). 
 
3.1.5 Paarungseffizienz der Wildtypen  
Für den Kreuzungserfolg ist eine möglichst hohe Paarungseffizienz der ausgesuchten Stämme vor-
teilhaft. Die Paarungseffizienzen aller Wildtypenstämme wurden nach einem Inkubationszeitraum von 
3 h bestimmt. Der Ansatz aus CC-620 x CC-621 diente hierbei zugleich als Kontrolle, da beide Stämme 
bereits für ihre hohe Paarungseffizienz bekannt sind. Tatsächlich ergab sich für die Kombination beider 
Stämme im Versuch eine Paarungseffizienz von 100 % (Tab. 3.4). Aus diesem Grund wurde CC-620 
bzw. CC-621 als Paarungspartner gewählt, um die Paarungseffizienz der anderen Wildtypenstämme 
bestimmen zu können. Hierbei zeigte sich für alle Wildtypenstämme eine ähnlich hohe Paarungseffizi-
enz. Die tatsächlichen Unterschiede in der Effizienz waren gering genug, dass sie bei der späteren Kreu-
zung mit der Mutante wenig Einfluss auf eine angemessene Ausbeute an Zygoten haben sollten. 
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Tab. 3.4: Paarungseffizienzen verschiedener Wildtypen in Kombination mit den paarungseffizienten Stäm-
men CC-620 mt+ bzw. 621 mt−. Die Gameteninduktion wurde hierbei in stickstofffreiem Flüssigmedium durch-
geführt. Aufgelistet ist der Mittelwert aus drei unabhängigen Paarungsansätzen und zusätzlich die Standardabwei-
chung. Im Fall von * wurde nur eine Messung durchgeführt. 
Paarung Paarungseffizienz in % 
620 mt+ x 621 mt− 100 * 
11-32b mt+ x 621 mt− 94 ± 2,8 
408 mt− x 620 mt+ 87 ± 1,2 
410 mt− x 620 mt+ 97 ± 1,3 
1009 mt− x 620 mt+ 89 ± 2,4 
1691 mt− x 620 mt+ 96 ± 1,8 
 
3.1.6 Zusammenfassung der Screeningergebnisse 
Zusammenfassend wurde aufgrund der Ergebnisse des physiologischen Screenings der Stamm CC-
410 mt− als bester Wildtyp für die Kreuzung ausgewählt. Dieser Stamm zeigte von allen untersuchten 
Wildtypen mit Minus-Paarungstyp die höchsten Wachstums- und Photosyntheseraten, sowie eine theo-
retische Paarungseffizienz von annähernd 100 %. Auch die Glykolatexkretionsrate lag recht hoch und 
blieb unter EZA-Einfluss stabil.  
An Stämmen mit dem Plus-Paarungstyp wurde nur einer untersucht; da 11-32b jedoch ähnlich ge-
eignete Charakteristika aufwies, erschien er als tauglicher Wildtyp-Kandidat für die Kreuzung.  
Bei den Mutanten erreichten CC-5011 als cia5-Mutante und die GYD-Mutante Jonikas GYD K6 
die besten Ergebnisse im physiologischen Screening.  
 
3.2 Kreuzung von Wildtypen und Mutanten 
3.2.1 Kreuzung der cia5-Mutanten mit einem Wildtyp 
Aus dem physiologischen Screening der Wildtypen und Mutanten ging 11-32b als der effizienteste 
Wildtyp-Kandidat mit Paarungstyp mt+, CC-5011 cia5 mt− dagegen als die effizienteste cia5-Mutante 
hervor. Es lag daher nahe, eine Kreuzung zwischen diesen beiden Stämmen durchzuführen. Allerdings 
war die Paarungseffizienz beider Stämme nur recht gering und die Ausbeute an Zygoten fiel dement-
sprechend niedrig aus. So wurde zunächst versucht, die Paarungseffizienz dieser Kreuzung zu erhöhen. 
Eine Erhöhung der finalen Zellkonzentration im Paarungsansatz führte zu keiner messbaren Verbesse-
rung. In einem Alternativansatz wurden daher dem Paarungsansatz 10 mM Dibutyryl-cAMP und 50 µM 
Papaverin zugegeben. Goodenough (1989) konnte zeigen, dass dadurch die Paarungseffizienz um mehr 
als das Siebenfache gesteigert werden kann.  
Im Experiment konnte jedoch kein signifikanter Unterschied in der Anzahl der sich paarenden Zellen zwi-
schen einem cAMP-haltigen und dem Kontrollmedium festgestellt werden (Tab. 3.5). Nach einer Inkubations-
zeit von 3 h waren nicht einmal fünf Prozent aller Zellen im Paarungsansatz miteinander verschmolzen.  
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Im Vergleich dazu führte die Paarung aus dem Wildtyp CC-410 und der cia5-Mutante CC-2702 zu 
guten Ergebnissen. Nach 3 h hatten über 50 % aller Zellen einen Partner gefunden, mit dem sie fusio-
nieren konnten, sodass bei erfolgreicher Ausreifung der Zygoten eine hohe Ausbeute an Nachkommen 
zu erwarten wäre. Trotz ihrer schlechteren physiologischen Eigenschaften wurde daher für die Kreu-
zungsstrategie CC-2702 der paarungsunwilligen Mutante CC-5011 vorgezogen. 
 
Tab. 3.5: Paarungseffizienzen verschiedener Mutanten in Kombination mit den im Screening ausgewählten 
Wildtypen. Die Gameteninduktion wurde für alle Stämme in stickstofffreiem Flüssigmedium durchgeführt. Der 
Kreuzung von CC-5011 x 11-32b wurde in einem Ansatz cAMP zugesetzt. Aufgelistet ist der Mittelwert aus drei 
unabhängigen Ansätzen und zusätzlich die Standardabweichung. 
Paarung Paarungseffizienz in % 
5011 cia5 mt− x 11-32b mt+ 2,1 ± 5,2 
 + cAMP 2,2 ± 5,2 
2702 cia5 mt+ x 410 mt− 51,8 ± 4,6 
 
 
3.2.2 Kreuzung der GYD-Mutanten mit einem Wildtyp 
Für die Herstellung von CC-4160 GYD HCR89 diente der zellwandlose Stamm CC-425 als Aus-
gangsstamm. CC-425 ist eine Arginin-Mangelmutante, deren Defekt mit dem Plasmid pARG7.8 komple-
mentiert wurde. Das Plasmid enthält ein Gen für die Argininosuccinat-Lyase. Die Argininosuccinat-Lyase 
katalysiert die Spaltung von Argininosuccinat in Fumarat und Arginin, wodurch die ursprüngliche Man-
gelmutante nach erfolgreicher Transformation dazu befähigt ist, selbst Arginin zu synthetisieren. An sei-
nem Insertionsort, dem GYD-Gen, führte das eingeführte Gen jedoch zu einer Mutation, die einen „high-
CO2-requiring“-Phänotyp (HCR) zur Folge hatte, bei welchem die Zelle auf hohe CO2-Konzen-trationen 
angewiesen ist, um überleben zu können (Nakamura et al., 2004).  
CC-4160 GYD wies neben schlechten Wachstumsraten (vgl. 3.1.1) eine sehr geringe Paarungseffizi-
enz in der Kreuzung mit CC-410 auf. Aufgrund der niedrigen Wachstumsraten war es schwierig, die für 
die Paarung benötigte Zelldichte zu erreichen. Aufgrund ihrer fehlenden Zellwand waren die Zellen au-
ßerdem recht empfindlich. So konnte vermutet werden, dass sie durch den nötigen Zentrifugationsschritt 
bei der Gameteninduktion in Flüssigmedium teilweise zerstört wurden. Auch eine Gameteninduktion auf 
Festmedium konnte den Paarungserfolg nicht verbessern. Vermutlich wurde in diesem Fall ein großer Teil 
der Zellen beim Umsetzen für den Paarungsansatz von Platte in destilliertes Wasser beschädigt.  
Aus diesem Grund wurde nach schonenderen Möglichkeiten für ein Gametogeneseprotokoll gesucht. 
Dazu wurden TAP-N-Platten mit destilliertem Wasser überschichtet und für 18 h mit Licht bestrahlt. Da-
nach wurde der grünliche Überstand, der gesunde, schwimmfähige Zellen enthalten sollte, abgenommen 
und für einen Paarungsansatz verwendet. Allerdings zog auch dieses Vorgehen keine Effizienzsteigerung 
nach sich (Tab. 3.6). Dies lag möglicherweise an der geringen Gesamtzelldichte im Paarungsansatz von 2 
· 105 Zellen/ml.  
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Tab. 3.6: Paarungseffizienzen von CC-4160 GYD und CC-410 WT bei verschiedenen Gametogenese-Me-
thoden von CC-4160 GYD. Für CC-410 WT fand die Gameteninduktion immer auf Festmedium statt. Aufgelistet 
ist der Mittelwert der Paarungseffizienz aus drei unabhängigen Ansätzen; mit Ausnahme von *, wo nur ein Ansatz 
durchgeführt wurde. 
Gameteninduktion Paarungseffizienz in % 
Flüssigkultur 3,1 ± 2,6 
Festmedium 1,9 ± 1,3 
Festmedium, überflutet mit Flüssigkultur 1,7* 
 
Lichtmikroskopische Aufnahmen der Gameten zeigten, dass der Stamm CC-4160 GYD im Ver-
gleich zum Wildtyp kürzere Flagellen zu besitzen schien (Abb. 3.5). Während die Zellen des Wildtyps 
11-32b Flagellen mit einer Länge > 10 µm aufwiesen, konnten bei dem Stamm CC-4160 GYD Gameten 
entdeckt werden mit einer um 50 % reduzierten Flagellenlänge. Teilweise waren unter den Gameten 




Abb. 3.5: Lichtmikroskopische Aufnahmen von Chlamydomonas-reinhardtii-Zellen mit unterschiedlicher 
Flagellenlänge. Oben: Zellen des Stammes CC-4160 GYD scheinen mehrheitlich kürzere Flagellen zu besitzen. 





Da CC-4160 mt+ (in Kombination mit CC-410 mt−) schlechte Paarungseigenschaften zeigte, 
wurde letztendlich die Mutante Jonikas GYD K6 als Ausgangsbasis für die Kreuzung mit dem Wildtyp 
gewählt. Diese Minus-Typ-Mutanten ließen sich in Kombination mit dem Wildtyp 11-32b mt+ immer-
hin zu 60 % paaren (vgl. Abb. 3.6). 
 
 
Abb. 3.6: Lichtmikroskopische Aufnahmen eines Quadriflagellats in einer Probe des Paarungsansatzes aus 
Jonikas GYD x 11-32b WT. Deutlich sind die vier Geißeln zu erkennen, mit welchen die soeben fusionierte Zelle 
am Glas des Objektträgers haftet. 
 
 
3.2.3 Finale Kreuzungsstrategie 
Die vorherigen Ergebnisse hatten gezeigt, dass die Auswahl einer geeigneten Kreuzungskombina-
tion stark von der Paarungsfähigkeit der Mutante abhängig war, die im Vergleich zu jener der Wildtypen 
in allen Fällen reduziert war. Dies wirkte sich direkt auf die Paarungseffizienz im Kreuzungsansatz aus. 
Dennoch führte die Kombination aus 11-32b x Jonikas GYD K6 einerseits und CC-410 x CC-2702 cia5 
andererseits letztendlich zum Paarungserfolg (Abb. 3.7). 
Aus der Kreuzung von 11-32b WT und Jonikas GYD gingen insgesamt 22 Kreuzungsprodukte 
hervor, welche von K1 bis K22 durchnummeriert wurden. Die Kreuzung von CC-410 WT und CC-2702 
cia5 ergab insgesamt 10 Kreuzungsprodukte mit den Bezeichnungen M1 bis M10. 
Im ersten Schritt des nachfolgenden Auswahlprozesses wurden die Kreuzungsprodukte der zweiten 
Generation auf die Anwesenheit des defekten GYD- bzw. cia5-Gens hin untersucht und der Paarungstyp 
festgestellt. Die positiven Kreuzungsprodukte wurden in einem zweiten Schritt dem gleichen physiolo-
gischen Screening unterzogen, welches bereits die ursprünglichen Wildtypen und Mutanten aus der El-
terngeneration durchliefen. Wiederum war hier Ziel, aus jeder Kreuzung die für die Zwecke dieser Ar-
beit leistungsfähigste Mutante mit der höchsten Glykolatexkretionsrate zu ermitteln. Hierbei fiel die 
Wahl auf die GYD-Mutante K14 und die cia5-Mutante M5. Erfreulicherweise wiesen diese beiden Mu-
tanten einen entgegengesetzten Paarungstyp auf, so dass beide für den zweiten Kreuzungsschritt einge-
setzt werden konnten. Hiernach konnten 8 potentielle Doppelmutanten mit den Bezeichnungen D1 bis 




Abb. 3.7: Kreuzungsstrategie zur Herstellung der Doppelmutante. Im ersten Kreuzungsschritt wurden die 
paarungsfähige cia5- bzw. GYD-Mutante mit einem leistungsfähigen Wildtyp gekreuzt. In der zweiten Generation 
wurden die fittesten der neuen Mutanten (K14 und M5) erneut miteinander gekreuzt, um eine Doppelmutante zu 
erhalten.  
 
Die Kreuzungsprodukte der dritten Generation wurden nun auf das Vorliegen der Doppelmutation 
hin untersucht und anschließend physiologisch charakterisiert. 
 
3.2.4 Ausbeute an Kreuzungsprodukten in verschiedenen Kreuzungsansätzen 
Aus verschiedenen Kreuzungskombinationen konnte eine unterschiedlich hohe Ausbeute an Kolo-
nien neuer Kreuzungsprodukte gewonnen werden. Während bei der Kreuzung von 11-32b WT und Jo-
nikas GYD insgesamt 33 % aller Tetraden aus vereinzelten Zygoten zu Kolonien auswuchsen, waren es 
bei der Kreuzung CC-410 WT und CC-2702 cia5 nur 1 % (Abb. 3.8). Dieser Unterschied lag zum einen 
darin begründet, dass im Falle der Kreuzung CC-410 WT und CC-2702 cia5 64 % aller Tetraden gar 
nicht erst aus den Mutterzellen auskeimten, wohingegen bei der Kreuzung 11-32b WT x Jonikas GYD 
immerhin nur 54 % nicht auskeimten. Einen größeren Einfluss hatte allerdings wohl die Tatsache, dass 
die ausgeschlüpften Tetraden aus der Kreuzung 410 WT x CC-2702 cia5 vergleichsweise klein und 
empfindlich wirkten und es sich als schwierig herausstellte, sie auf dem Agar ohne Verluste zu verschie-
ben. Vermutlich wurde bei dem Selektionsprozess ein größerer Anteil an Zellen beschädigt, starb ab 
und konnte nicht mehr zu Kolonien heranwachsen, was sich in den 35 % an ausgekeimten, jedoch nicht 
wachsenden Zellen niederschlug. Die Tetraden der Kreuzung 11-32b WT x Jonikas GYD erschienen 
demgegenüber größer und zeigten sich robuster gegenüber mechanischem Stress, sodass die Verluste 





Abb. 3.8: Unterschiedliche Ausbeute an neuen Kolonien bei verschiedenen Kreuzungen. Für jede Kreuzung 
wurde der Anteil an ausgeschlüpften bzw. nicht ausgeschlüpften Tetraden aus einer vereinzelten Zygote protokol-
liert. Ausgeschlüpfte Tetraden, die vereinzelt wurden, konnten in den folgenden Wochen entweder zu Kolonien 
heranwachsen oder absterben.  
  
Erfreulicherweise zeigte sich bei dem zweiten Kreuzungsschritt aus K14 GYD x M5 cia5, dass 
der Anteil an Tetraden, die zu neuen Kolonien auswuchsen, mit 20 % hier zwischen den Anteilen der 
beiden ersten Kreuzungsschritte lag, also deutlich erhöht gegenüber den 1 % Ausbeute der Kreuzung 
aus 410 WT x CC-2702 cia5. 
 
3.3 Nachweis des Paarungstyps und der GYD-Mutation 
Beim Screening der Kreuzungsprodukte aus der Kreuzung 11-32b x Jonikas GYD wurde nach Stäm-
men gesucht, welche einerseits das defekte GYD-Gen des Jonikas-GYD-Elternstammes trugen, anderseits 
auch den gleichen Paarungstyp wie der Wildtyp-Elternstamm aufwiesen (Plus-Paarungstyp). Dass sie 
Genmaterial des Wildtyp-Elternteils in sich trugen, identifizierte die neuen Stämme eindeutig als Kreu-
zungsprodukte. Bei Stämmen mit Minus-Paarungstyp und defektem GYD-Gen konnte es sich zwar eben-
falls um Kreuzungsprodukte handeln, gleichzeitig konnten diese Stämme aber auch lediglich vegetative 
Klone des ursprünglichen Mutanten-Elternteils sein, welche die Chloroformbehandlung im Paarungsex-
periment überlebten. Diese würden, da sie aus vegetativer Teilung entstanden sind, stets den Minus-Paa-
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rungstyp des Mutanten-Elternteils besitzen. Um eine solche Verwechslung zu vermeiden, wurden aus-
schließlich Stämme mit der Kombination aus wildtypischem Plus-Paarungstyp-Allel und defektem GYD-
Gen als positive Ergebnisse gewertet. 
Gleiches gilt analog für Stämme mit einem nachweisbar defekten cia5-Gen; hier wurde im Screening 
nach einem Stamm gesucht, der zusätzlich den Minus-Paarungstyp aufwies, was als Beleg der Elternschaft 
des Wildtyps CC-410 dienen kann.  
 
Tab. 3.7: Distanz verschiedener Gene im Paarungslocus von Chlamydomonas reinhardtii zum GYD-Gen.  
Alle Gene liegen innerhalb der Linkage Group IV. Die Namensgebung folgt den Angaben in Phytozome (Joint 
Genome Institute, JGI). Die Abstände zum GYD-Gen sind jeweils in Basenpaaren (bp) sowie in CentiMorgan 
(cM) angegeben. *Berechnet aus Daten von Goodstein et al. (abgerufen im Juni 2017) **Nach Kathir et al. (2003): 
1 cM ~ 100.000 bp in Chlamydomonas reinhardtii.  
Name des Gens Funktion 




Glycoprotein in der Plasmamembran 
von Gameten  
5.453.644 / 55 
MTA1 
(Cre06.g253000) 




Zygoten-spezifisches Protein  5.229.371 / 52 
 
Zwar liegen der Locus für den Paarungstyp und der für das GYD-Gen auf demselben Chromosom 
(Linkage Group VI), doch laut der Online-Gendatenbank Phytozome (abgerufen im Juni 2017) beträgt z.B. 
der Abstand zwischen fus1-Gen und GYD-Gen mehr als 5.000.000 bp. In Chlamydomonas reinhardtii ent-
sprechen 100.000 bp etwa 1 cM (Kathir et al., 2003). Bei einem Abstand von mehr als 50 cM kann von 
ungekoppelten Genen gesprochen werden, die, trotz ihrer Lage in derselben Linkage Group, unabhängig 
voneinander an die Nachkommen vererbt werden. Dies ist hier der Fall (Tab. 3.7).  
Die in Phytozome vorliegenden Datensätze stammen aus dem Chlamydomonas Genome Project, für 
welches der Stamm CC-503 verwendet wurde (Merchant et al., 2007). Da dieser Stamm den Plus-Paarungs-
typ aufweist, sind in der Datenbank keine Informationen zu Minus-Typ-spezifischen Genen wie z.B. MID 
vorhanden. Beide Paarungsloci liegen jedoch an derselben Stelle im Genom von Chlamydomonas (Abb. 3.9), 
daher kann davon ausgegangen werden, dass der Abstand zum GYD-Gen sich für beide Loci nicht wesent-
lich unterscheidet. 
Die Suche nach Kreuzungsprodukten, welche die GYD-Mutation geerbt hatten, erfolgte über ein PCR-
Screening. Die ursprüngliche Mutante Jonikas GYD K6 wurde durch eine Insertionsmutation erzeugt, bei 
welcher eine Genkassette von insgesamt 2260 bp Länge mittels Elektroporation in Zellen des Stammes 
CMJ030/CC-4533 eingebracht wurde (Zhang et al., 2014). Die Insertionsseite der Mutante Jonikas GYD K6 
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wurde bereits von A. Schramm in einem Vorgängerprojekt genauer charakterisiert (A. Schramm, unveröf-
fentlichte Ergebnisse), sodass ein entsprechendes PCR-Protokoll zur zuverlässigen Vervielfältigung des 
GYD-Locus vorlag.  
Die Genkassette selbst enthält das AphVIII-Gen, welches eine Resistenz gegen das Antibiotikum Paro-
momycin vermittelt (Abb. 3.10). 
Aufgrund der Insertion der Genkassette ist der in der PCR vervielfältigte Genlocus der GYD-Mutante 
um 2260 bp größer als das entsprechende PCR-Produkt des Wildtyps, welcher die Kassette nicht besitzt. 
Mittels Auftrennung der Fragmente über eine Gelelektrophorese konnten die beiden Genotypen somit leicht 
unterschieden werden.   
Dabei stellten sich die Kreuzungsprodukte K4, K9, K14, K17 und K22 als mögliche Kandidaten für 
eine zweite Kreuzung heraus, da für sie die zwei notwendigen Allele nachgewiesen werden konnten. 
Erstens zeigte sich bei den fünf Stämmen im Ansatz mit dem GYD-Primerpaar eine Bande bei etwa 
5000 bp (Abb. 3.11). Das PCR-Produkt des GYD-Gens der Mutante hat aufgrund der Insertion eine Länge 
von 4523 bp, im Wildtyp ist das PCR-Produkt nur 1883 bp lang. Alle fünf Stämme besitzen demnach das 
mutierte GYD-Gen.  
 
 
Abb. 3.9: Schema des Paarungstyp-Locus des mt−- und mt+-Stammes. Der Locus befindet sich auf dem linken 
Arm der Linkage Group VI von Chlamydomonas reinhardtii und umfasst mehrere Gene, die teilweise ausschließlich 
in einem der beiden Paarungstypen vorliegen. T: Telomer-proximale Domäne; R: rearrangierte Domäne; C: Centro-
mer-proximale Domäne. Das GYD-Gen liegt in derselben Linkage Group. (Verändert nach Goodenough et al., 2007.) 
 
 
Abb. 3.10: Struktur und Umgebung des GYD-Gens in mutierten Chlamydomonas-reinhardtii-Zellen. Die in 





Abb. 3.11: PCR der Kreuzungsprodukte K4, K9, K14, K17 und K22 sowie der beiden Elternstämme 11-
32b (WT) und Jonikas GYD (GYD). Die Primerpaare richteten sich jeweils gegen das fus1- bzw. mid-Protein 
und gegen das GYD-Gen. Marker (M): 5 µl O’RangeRuler 100 + 500 bp. 
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Wie unter 2.13.1 beschrieben, lag die in der PCR verwendete DNA-Menge zwischen 50 und 100 
ng/µl. Die unterschiedliche Konzentration an eingesetzter DNA pro PCR-Ansatz erklärt vermutlich die 
unterschiedliche Stärke der Banden des GYD-Genfragments. Ein Rückschluss auf eine eventuell unter-
schiedlich starke Expression des Gens ist aus diesen Gelbildern daher nicht möglich. 
 
Zweitens wiesen die Stämme K4, K9, K14, K17 und K22 eine Bande bei etwa 500 bp in dem 
Ansatz mit dem fus1-Primerpaar auf (Abb. 3.11). Dies deckt sich mit der zu erwartenden Fragmentgröße 
von 512 bp für das fus1-Gen und kann als Nachweis für den Plus-Paarungstyp und damit indirekt für 
die Elternschaft des Stammes 11-32b mt+ gewertet werden. Die Kolonien, für welche die Bande des 
mid-Gens bei 622 bp nachgewiesen werden konnte, können nicht mit Sicherheit als Kreuzungsprodukte 
identifiziert werden. Hierbei könnte es sich auch um vegetativ erzeugte Klone des GYD-mt−-Stammes 
handeln, welche die Chloroformbehandlung überlebten. Aufgrund dieser Unsicherheit wurden diese 
Stämme im Screening ausgeschlossen und nicht weiter untersucht. 
Um Nachkommen aus der Kreuzung CC-410 und 2702 cia5 nachzuweisen, wurde deren DNA auf 
das Vorliegen des mid-Gens hin gescreent. Für das mid-Gen liegt das PCR-Produkt bei 622 bp. Eine 
entsprechende Bande konnte für die Kreuzungsprodukte M2, M5, M8 und M9 nachgewiesen werden 
(Abb. 3.12), was die Elternschaft des Wildtypenstammes CC-410 mt− bestätigte. M1, M6 und M10 
wiesen das fus1-Gen auf und konnten somit nicht sicher als Kreuzungsprodukte identifiziert werden.  
 
 
Abb. 3.12: PCR der Kreuzungsprodukte M1-M10, sowie der beiden Elternstämme CC-410 und 2702 cia5. 
Die beiden Primerpaare richteten sich jeweils gegen das fus1- bzw. mid-Protein. Als Negativkontrolle (C) wurde 




Für M3 und M4 zeigte sich eine Bande sowohl für das fus1-Gen als auch für das mid-Gen. Dafür 
gibt es zwei Erklärungen. Zum einen können vor der Reifung aus einer vegetativen Zygote durch mito-
tische Teilung diploide Zellen entstehen, welche heterozygot im Locus des Paarungstyps sind 
(mt−/mt+). Zum anderen konnte es während der Tetradentrennung auch dazu kommen, dass zwei 
haploide Zellen eng aneinanderhafteten und fälschlicherweise gemeinsam verschoben wurden, anstatt 
sie zu vereinzeln. Besonders bei den kleineren Zellen aus der Kreuzung zwischen CC-410 und CC-2702 





Abb. 3.13: PCR der Kreuzungsprodukte D1-D6, sowie des Wildtyps und einer GYD-Mutante. Die Primer-
paare richteten sich jeweils gegen das fus1- bzw. mid-Protein und gegen eine Sequenz im GYD-Protein. Als Ne-




Auch für die potentiellen Doppelmutanten wurde das mutierte GYD-Gen nachgewiesen (Abb. 
3.13). Für D4, D5 und D6 war die Bande bei 4523 bp sichtbar, welche dem GYD-Gen mit Insertion 
entspricht.  D1, D2 und D3 wiesen dagegen nur die Bande bei 1883 bp auf. 
Parallel dazu wurde der Paarungstyp der potentiellen Doppelmutanten untersucht. D5 und D6 wie-
sen den Plus-Paarungstyp auf, deutlich zu sehen an der Bande bei etwa 500 kDa im Ansatz mit dem fus-
Primer. Für D4 dagegen ergab sich eine Bande im Ansatz mit dem mid-Primer, was darauf hindeutet, 
dass bei diesem Stamm der Minus-Paarungstyp vorliegt.   
 
3.4 Nachweis des defekten cia5-Gens 
Um den Defekt im cia5-Gen nachzuweisen, wurden die Mutanten zunächst auf TAP-Agarplatten 
herangezogen und anschließend auf TP-Agarplatten umgesetzt. Bereits nach einigen Tagen war ersicht-
lich, dass einige der Stämme auf dem acetatfreien TP-Medium gut wachsen konnten. Ohne Zufuhr von 
organischem Kohlenstoff ist das Wachstum nur photoautotroph durch die Fixierung von CO2 aus der 
Raumluft möglich. Diese weist mit ~0,04 % CO2 bereits einen so niedrigen Gehalt auf, dass ein Über-
leben für die Zellen nur möglich ist mithilfe der Aktivierung von kohlenstoffkonzentrierenden Mecha-
nismen. Das Wachstum auf TP kann also als Hinweis auf funktionierende CCMs und ein intaktes cia5-
Gen gewertet werden. 
Im Umkehrschluss kann davon ausgegangen werden, dass jene Stämme, die nicht auf TP wachsen 
konnten, ein defektes cia5-Gen besitzen, welches verhindert, dass die CCMs aktiviert werden können. 
Als Positivkontrolle wurde hierzu der Stamm CC-2702 cia5 aufgetragen, welcher auf acetatfreiem TP-
Medium bereits nach wenigen Tagen verstarb. Der Wildtyp mit funktionsfähigen CCMs diente als Ne-
gativkontrolle. 
Da alle getesteten Stämme auf TAP-Medium wuchsen, kann ausgeschlossen werden, dass die auf 
TP absterbenden Stämme einen generellen Wachstumsdefekt aufwiesen.  
Von den zehn getesteten Stämmen konnte bei fünf davon das defekte cia5-Gen nachgewiesen wer-
den: M1, M2, M4, M5 und M6 (Abb. 3.14). M1 und M6, die beide den „Plus“-Paarungstyp des Mutan-
ten-Elternteils aufwiesen, konnten allerdings nicht mit Sicherheit als Kreuzungsprodukte identifiziert 
werden und wurden daher aus dem weiteren Screening ausgeschlossen. In M4 wurden Gene für beide 
Paarungstypen nachgewiesen, daher wurde auch dieser Stamm trotz des positiven Ergebnisses im TP-






Abb. 3.14: Wachstum der Kreuzungsprodukte CC-410 WT x CC-2702 cia5 auf TAP-Medium und dem 
acetatfreien TP-Medium nach 14 Tagen.  
Nur Stämme mit einem aktiven cia5-Gen können auf TP wachsen – mangelndes Wachstum ist daher ein Hinweis 
auf eine cia5-Mutation.    
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Um festzustellen, welche der potentiellen Doppelmutanten aus der Kreuzung von M5 cia5 x K14 
GYD das defekte cia5-Gen geerbt hatte, wurden auch hier alle neuen Stämme auf TAP- und acetatfreiem 
TP-Agar ausgestrichen (Abb. 3.15). Hierbei zeigten D1, D4, D5 und D6 kein photoautotrophes Wachs-
tum. Da bei D4, D5 und D6 in der PCR-Reaktion zusätzlich das defekte GYD-Gen nachgewiesen wer-
den konnte, sollte es sich bei diesen drei Stämmen um GYD-/cia5-Doppelmutanten handeln. 
 
 
Abb. 3.15: Wachstum der Kreuzungsprodukte K14 GYD x M5 cia5 auf dem acetatfreien TP-Medium nach 
14 Tagen.  
Nur Stämme mit einem aktiven cia5-Gen können auf TP wachsen – mangelndes Wachstum ist daher ein Hinweis 
auf eine cia5-Mutation.   
 
3.5 Test auf Zellwand bei den neuen GYD-Mutanten 
Der für die Kreuzung verwendete Stamm Jonikas GYD K6 wurde in der Arbeitsgruppe von Martin 
Jonikas (Princeton University, New Jersey) hergestellt. Als Ausgangsstamm wurde dabei CMJ030/CC-
4533 gewählt, welcher phänotypisch dem zellwandlosen cw15-Stamm gleicht. Die fehlende Zellwand 
erleichterte das Einbringen der für die Transformation verwendete Genkassette mittels Elektroporation 
(Zhang et al., 2014). Für die spätere Verwendung im Bioreaktor ist eine Zellwand jedoch von Vorteil, 
da sie den Zellen erhöhte Stabilität und Schutz vor Scherkräften verleiht. Aus diesem Grund wurden die 
Kreuzungsprodukte 11-32b WT x Jonikas GYD auf das Vorhandensein einer Zellwand untersucht.  
Ein recht einfaches Experiment zum Nachweis einer Zellwand besteht darin, eine Zellsuspension 
1:1 mit 1 % Triton X-100 zu mischen. Das Detergens bringt Zellen ohne Zellwand in kürzester Zeit zur 
Lyse. Tatsächlich waren nach 10 min annähernd 100 % aller cw15-Zellen aus der Positivkontrolle zer-
stört (Abb. 3.16). In der Negativkontrolle, für die der Wildtyp 11-32b verwendet wurde, lag die Anzahl 
der aufgeplatzten Zellen nur bei 9 %.  
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Der Versuch, die Zellen des Stammes Jonikas GYD unter Einfluss von Triton zum Platzen zu brin-
gen, schlug jedoch fehl. Ähnlich wie beim Wildtyp konnte das Detergens nur eine geringe Menge an 
Zellen (4 %) zerstören. Jonikas GYD schien nach diesen Daten eine Zellwand zu besitzen, die das Plat-
zen der Zellen in Triton X100 verhinderte. Dieser Effekt war in geringerem Umfang auch bei dem El-
ternstamm CMJ030 nachweisbar: Hier lysierten nur etwa 40 % der Zellen. 
 
 
Abb. 3.16: Prozentualer Anteil an lysierten Zellen verschiedener Chlamydomonas-reinhardtii-Stämme nach 
Triton-Behandlung. Nach zehnminütiger Inkubationszeit in 1%igem Triton oder destilliertem Wasser wurde die 
Zellzahl in jedem Ansatz ausgezählt. Zellzahl in destilliertem Wasser = 100 %. 
 
Um zu überprüfen, wie funktional die Zellwand des Stammes Jonikas GYD war, wurden die Zellen 
mit Agarosekugeln gemischt, welche mit Vitamin B12 bedeckt waren. Eukaryoten wie auch Chlamy-
domonas können dieses Vitamin nicht selbst synthetisieren, sie benötigen es jedoch für ihren Stoffwech-
sel, weswegen sie durch eine Aufnahme aus der Umgebung angewiesen sind (Kazamia et al., 2012). Der 
erste Schritt in der Aufnahme erfolgt vermutlich über die Bindung von B12 an ein Protein in der Zell-
wand von Chlamydomonas. Als Kandidat hierfür könnte Pherophorin-C5 in Frage kommen (M. Croft, 
unveröffentlichte Ergebnisse). Diesem Protein, das sich in der Zellwand von Vertretern der Ordnung 
Chlamydomonodales (früher Volvocales) befindet, wird auch eine Rolle bei der Entwicklung eukaryo-
tischer Multizellularität zugeschrieben (Hallmann, 2006; Ratcliff et al., 2013).  
Bei Vorhandensein einer funktionalen Zellwand, die das Vitamin-B12-bindende Protein enthält, 
sollten die Zellen also in der Lage sein, sich an die Agarosekugeln anzulagern. Nach einer Inkubations-
zeit von 10 min wurde der Anbindungserfolg lichtmikroskopisch untersucht.  
Statt frei im Medium zu schwimmen, lagerte sich der Wildtyp 11-32b bevorzugt an die Agarose-
kugeln an. Die Chlorophyllfluoreszenz, welche als Maß für die Vitalität der Zellen genommen werden 
kann, blieb dabei erhalten (Abb. 3.17 a + b). Dagegen konnte die Mutante Jonikas GYD nicht an die 
Agarosekugeln binden, was auf eine funktionelle Beeinträchtigung der Zellwand hindeutete. Da die 
Chlorophyllfluoreszenz bei diesen Zellen ebenfalls mikroskopisch nachzuweisen war, kann in diesem 
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Fall ausgeschlossen werden, dass die beobachtete mangelnde Bindefähigkeit lediglich auf das Vorliegen 
von toten Zellen zurückzuführen ist (Abb. 3.17 c + d). 
Von den betrachteten GYD-Mutanten war K9 nicht in der Lage, an die Kugeln zu binden. K4, K14, 
K17 und K22 zeigten eine Anlagerung an die Kugeln, wobei die Bindefähigkeit bei K14 am stärksten 
ausgeprägt zu sein schien (Abb. 3.18).  
 
 
Abb. 3.17: Lichtmikroskopische Aufnahmen von Zellen des Wildtyps und einer GYD-Mutante von Chlamy-
domonas reinhardtii im Beisein von Vitamin-B12-bedeckten Agarosekugeln. a+b) Wildtyp 11-32b bindet an 
die Agarosekugeln. c+d) Die Mutante Jonikas GYD zeigt keine Bindungsfähigkeit. Links: Lichtmikroskopische 







Abb. 3.18: Lichtmikroskopische Aufnahmen von Zellen verschiedener neuer GYD-Mutantenstämme von 
Chlamydomonas reinhardtii im Beisein von Vitamin-B12-bedeckten Agarosekugeln. K4 (a+b), K14 (e+f), K17 




3.6 Wachstumsraten der verbesserten GYD- und cia5-Mutanten der zweiten und 
dritten Generation 
Da M2 und M5 sowohl den passenden Minus-Paarungstyp als auch das defekte cia5-Gen besaßen, 
kamen diese beiden Stämme als Kandidaten für den zweiten Kreuzungsschritt infrage. Um die Stämme 
hinsichtlich ihrer physiologischen Eigenschaften vergleichen zu können, kam erneut ein Screening zum 
Einsatz. Dazu wurden zunächst die Wachstumsraten bei einer Beleuchtungsintensität von 150 µmol Pho-
tonen m-2 s-1 ermittelt. Im Vergleich zu der ursprünglichen Mutante CC-2702 cia5 konnten die Wachs-
tumsraten der Nachkommen durch die Kreuzung mit dem Wildtyp signifikant verbessert werden. Alle 
Kreuzungsprodukte wiesen höhere Wachstumsraten auf als ihr cia5-Elternteil (Abb. 3.19 a). M5 zeigte 
dabei sogar eine mit dem Wildtyp vergleichbare Wachstumsleistung mit einer Rate von µ = 1,34 d-1.  
 
 
Abb. 3.19: Tägliche Wachstumsraten der neuen Mutanten der zweiten Generation. Es wurde die tägliche 
Zunahme in der Zellzahl bei einer Lichtstärke von 150 µmol m-2 s-1 aufgenommen. Im Vergleich dazu sind jeweils 
die Wachstumsraten der Elternstämme aus der Kreuzung aufgeführt. Die aufgeführten Parameter geben den Mit-
telwert aus drei unabhängigen Wiederholungen wieder, angegeben ist außerdem die Standardabweichung. A) 
Wachstumsraten der Kreuzungsprodukte aus 11-32b WT x Jonikas GYD: K4, K14, K17, K22. B) Wachstumsraten 






Was die neu erzeugten GYD-Mutanten anging, so schienen aufgrund der Ergebnisse der PCR und 
des Zellwandnachweises die Stämme K4, K14, K17 und K22 geeignete Kandidaten für den zweiten 
Kreuzungsschritt. Bei all diesen Stämmen konnte das defekte GYD-Gen nachgewiesen werden, außer-
dem besaßen sie eine funktionale Zellwand. Im Folgenden wurde die Physiologie dieser Stämme daher 
genauer untersucht. Im Gegensatz zu den neu erzeugten cia5-Mutanten zeigten die neuen GYD-Mutan-
ten allerdings nicht immer höhere Wachstumsraten als ihr ursprünglicher Mutanten-Elternstamm Joni-
kas GYD K6 (Abb. 3.19 b). Die Wachstumsleistung eines Mutantenstamms durch die Kreuzung mit 
einem leistungsfähigen Wildtyp zu steigern, führte demnach nicht in jedem Fall zum Erfolg. Teilweise 
lagen die Wachstumsraten der neuen GYD-Mutanten sogar unter jener von Jonikas GYD K6. Allerdings 
wies K14 mit 1,23 d-1 eine höhere Wachstumsrate als der Wildtyp 11-32b auf.  
 
Zur Erzeugung von Doppelmutanten, in welchen das GYD- und das cia5-Gen zugleich inaktiviert 
ist, wurden zwei Nachkommen der zweiten Generation untereinander gekreuzt: K14 GYD x M5 cia5. 
Beide Stämme wiesen in den jeweiligen Linien der zweiten Generation die höchsten Wachstumsraten 
auf. 
Nach dem zweiten Kreuzungsschritt zeigte sich, dass die Wachstumsraten der Doppelmutanten im 
Schnitt die ihrer beiden Elternteile K14 GYD und M5 cia5 überstiegen (Abb. 3.20). D5 wies eine nied-
rigere Rate von nur 1,03 d-1 auf, dennoch schnitt dieser Stamm damit in seiner Wachstumsleistung ein 
wenig besser ab als die ursprüngliche Mutante CC-2702 cia5. Das höchste Wachstum unter den Dop-
pelmutanten zeigte D6, welche mit einer Rate von 1,47 d-1 vergleichbar schnell an Zellzahl zunahm wie 




Abb. 3.20: Tägliche Wachstumsraten der neuen Doppelmutanten D4, D5 und D6. Es wurde die tägliche Zu-
nahme in der Zellzahl bei einer Lichtstärke von 150 µmol m-2 s-1 aufgenommen. Die aufgeführten Parameter geben 




Generell war es also möglich, die erhöhten Wachstumsraten der zweiten Generation auch nach 
einem zweiten Kreuzungsschritt zu erhalten und an die Nachkommen in der dritten Generation weiter-
zugeben. Allerdings sind hierbei verschiedene Szenarien möglich: Teilweise verbesserte sich die 
Wachstumsrate nach einem zweiten Kreuzungsschritt erneut (D6), sie konnte allerdings auch unverän-
dert bleiben (D4) oder sich sogar im Vergleich zu den Eltern der zweiten Generation verschlechtern 
(D5).  
 
Tab. 3.8: Chlorophyll-a-spezfischer Absorptionskoeefizient a*phy, Menge an täglich absorbierten Quanten 
Qphar und Wachstumseffizienz der Mutanten zweiter Generation und der Doppelmutanten. Alle Messungen 
wurden bei 150 µmol Photonen m-2 s-1 und einem Chlorophyll-a-Gehalt von ~ 2,5 mg/L durchgeführt. Dargestellt 
ist der Mittelwert aus drei unabhängigen Messungen, sowie die Standardabweichung. Werte, die keine signifikan-
ten Unterschiede aufweisen, sind mit demselben Buchstaben gekennzeichnet (Testsystem: one-way analysis of 
variance; ANOVA; mit p<0,05). 
 
a * phy 







µ / Qphar 
[m2 (mol Quanten)-1] 
11-32b WT 8,3 ± 1,5 73,2 ± 0,7 49 0,19 ± 0,00 
410 WT  9,8 ± 0,9 70,4 ± 3,2 47 0,25 ± 0,01 
Jonikas GYD 11,4 ± 0,7 45,4 ± 12,6 30 0,36 ± 0,12 
2702 cia5 11,2 ± 0,2 57,7 ± 14,2 38 0,18 ± 0,04 
11-32b WT x Jonikas GYD 
K4 11,5 ± 0,1 62,6 ± 4,4 42 0,14 ± 0,01 
K14 9,6 ± 0,8 69,4 ± 1,4 46 0,21 ± 0,00 
K17 14,8 ± 0,7 61,5 ± 2,5 41 0,17 ± 0,01 
K22 13,9 ± 0,9 36,0 ± 2,4 24 0,31 ± 0,02 
410 WT x 2702 cia5  
M2 12,0 ± 0,9 42,1 ± 4,6 28 0,27 ± 0,03 
M5 12,0 ± 0,7 60,6 ± 8,3 40 0,26 ± 0,03 
K14 GYD x M5 cia5 
D4 12,0 ± 1,0 51,6 ± 3,2 34 0,28 ± 0,02 
D5 10,9 ± 0,9 52,3 ± 4,6 35 0,23 ± 0,02 
D6 11,5 ± 0,3 41,2 ± 3,4 27 0,41 ± 0,03 
 
Wie bereits erwähnt (vgl. 3.1.2), lag der Chlorophyll-a-spezifische Absorptionskoeffizient für die 
Wildtypen insgesamt niedriger als für die der Mutanten erster Generation. In der zweiten Generation 
wies nur K14 aus der Kreuzung 11-32b und Jonikas GYD ein ähnlich niedriges a*phy wie ihr wildtypi-
scher Elternteil auf (Tab. 3.8).  
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Dennoch lagen die Qphar-Werte dieser GYD-Mutanten im Schnitt um 40 % höher als der von Joni-
kas GYD mit 45,4 µmol Quanten m-2 d-1. Damit wiesen diese Kulturen letztendlich eine ähnlich effektive 
Lichtabsorption wie die des wildtypischen Elternstammes 11-32b auf, der fast 50 % des einfallenden 
Lichts absorbierte. Die neuen Mutanten zeigten allerdings in Relation zum hohen Qphar-Wert vergleichs-
weise schwache Wachstumsleistungen, daher lag der berechnete Quotient µ/Qphar recht niedrig und 
konnte im Vergleich zum Wildtyp nicht signifikant verbessert werden.   
Die neuen cia5-Mutanten zeigten keine signifikanten Unterschiede im a*phy, verglichen mit ihren 
Eltern. Obwohl ihre Absorptionseffizienz gegenüber dem Mutanten-Elternstamm CC-2702 cia5 nicht 
erhöht werden konnte (bzw. im Falle von M5 sogar niedriger lag), so wiesen beide Mutante gute Wachs-
tumsleistungen auf. In ihrer Wachstumseffizienz glichen sie daher eher dem leistungsfähigen Wildtyp-
Elternstamm. 
An die Mutanten der dritten Generation vererbte sich der niedrige a*phy-Wert des Elternteils K14 
GYD nicht. Während ihre a*phy-Werte vergleichsweise hoch lagen und die Absorptionseffizienz der 
Kulturen eher gering war, zeigten allerdings insbesondere die Stämme D4 und D6 eine recht gute 
Wachstumsleistung (s. Tab. 3.10). Daher fiel auch der Quotient µ/Qphar entsprechend höher aus. D6 er-
reichte trotz geringer Absorptionseffizienz von nur 27 % das maximal gemessene µ/Qphar, sodass sowohl 
gegenüber 1132b als auch CC-2702 eine signifikante Leistungssteigerung bestand (p<0,01). 
 
Ein niedriger a*phy-Wert, wie er z.B. bei den Wildtypen vorlag, ist vorteilhaft für einen Stamm, 
der in der biotechnologischen Produktion eingesetzt werden soll (vgl. 3.1.2). Allerdings ließen sich die 
niedrigen Absorptionskoeffizienten der Wildtypen nicht in den Doppelmutanten dritter Generation wie-
derfinden. Dennoch erreichte speziell die Mutante D6 trotz vergleichsweise hohem a*phy und niedrigem 
Qphar/niedriger Absorptionseffizienz eine überraschend gute Wachstumsrate im Vergleich zu den ande-
ren Stämmen.  
Generell zeigten diese Untersuchungen, dass a*phy für sich genommen kein verlässliches Krite-
rium darstellt, um die Wachstumseffizienz oder die physiologische Leistung eines Stammes bei der 
Versuchslichtstärke von 150 µmol Photonen m-2 s-1 abschätzen zu können. Zwar war tendenziell der 
Qphar-Wert der Kultur umso höher, je niedriger der a*phy-Wert des Stammes war. Allerdings gingen 
sowohl ein niedriges a*phy als auch ein hohes Qphar nicht immer mit einer hohen Wachstumsrate einher 
(K4) und auch Stämme mit einer niedrigen Absorptionseffizienz zeigten teilweise recht hohe Wachs-








Bei der Photosyntheseleistung war in allen Fällen eine eindeutige Aufwertung der neuen Mutanten 
gegenüber den ursprünglichen Elternmutanten zu beobachten. K14 zeigte ähnliche Photosyntheseraten 
wie der wildtypische Elternstamm 11-32b und erreichte in der Messung eine maximale Rate von 290,1 
µmol O2 (mg Chl a)-1 h-1 (Abb. 3.21. Der Versuchsaufbau ließ keine höheren Belichtungsstärken zu; 
aufgrund der Form der Kurve, welche bei 1200 µmol Photonen m-2 s-1 noch nicht in den Sättigungsbe-
reich übergeht, ist jedoch zu vermuten, dass der wahre Pmax-Wert, ähnlich wie beim Wildtyp 11-32b, 
noch höher lag. Bei K4, K17 und K22 lief die P-I-Kurve über 1200 µmol Photonen m-2 s-1 bereits in den 
Sättigungsbereich. 
Der α slope, der initiale Anstieg der Lichtsättigungskurve, lag bei allen neuen Mutanten in einem 
ähnlichen Bereich, mit Ausnahme von K17, die einen hohen Wert von 1,32 aufwies. Diese Mutante 
erreichte bereits bei sehr niedrigen Lichtstärken ihre Sättigung und wies daher auch einen niedrigen IK-
Wert von 199,9 µmol Photonen m-2 s-1 auf. 
Aus der Kreuzung 410 WT x 2701 cia5 ging M5 als die Mutante hervor, die mit 322,1 µmol O2 
(mg Chl a)-1 h-1 die höchste Photosyntheseleistung aufwies. M5 wies zugleich mit 392,2 µmol Photonen 
m-2 s-1 den höchsten Ik-Wert auf. 
Sowohl bei K14 als auch bei M5 konnte das apparente Pmax gegenüber den Elternmutanten durch 
die Kreuzung um mehr als 60 % gesteigert werden.  
 Bei einem Vergleich der Sauerstoffproduktionsraten der Doppelmutanten im Vergleich zu ihren 
Eltern K14 und M5 wird ersichtlich, dass D4 und D6 eine ähnlich hohe Leistung erbrachten. Beide 
erreichten ein Pmax von 308,9 bzw. 311,8 µmol O2 (mg Chl a)-1 h-1. Damit lagen sie zum einen in einem 
ähnlichen Wertebereich wie ihre Elternstämme K14 und M5, zum anderen überstiegen sie damit die 
Photosyntheseleistung der ursprünglichen Mutanten Jonikas GYD und CC-2702 cia5 um etwa 60 %. 
Ihre photosynthetische Effizienz ist somit durchaus mit den Wildtypen CC-410 und 11-32b vergleich-
bar. Es ist sogar anzunehmen, dass speziell der Stamm D4 bei stärkeren Lichtintensitäten zu noch hö-
heren Produktionsraten fähig ist, da die Kurve im Bereich der maximalen vermessenen Lichtintensität 
bei etwa 1300 µmol Photonen m-2 s-1 noch nicht in den Sättigungsbereich überging.  
Dahingegen wies die Doppelmutante D5 sehr viel niedrigere Sauerstoffproduktionsraten auf. Die-
ser Stamm erreichte nur ein Pmax von 221,7 µmol O2 (mg Chl a)-1 h-1 und bewegte sich ab circa 600 µmol 
Photonen m-2 s-1 bereits in den Sättigungsbereich. Damit lag seine Leistung weit unter sowohl der der 
ursprünglichen Wildtypenstämme CC-410 und 11-32b als auch unter der seiner Elternstämme K14 und 
M5. Tatsächlich ist die photosynthetische Leistung im Falle dieses Stammes eher mit der der ursprüng-








Abb. 3.21: Photosyntheseparameter der neu erzeugten Mutanten und Doppelmutanten. Zum Vergleich sind au-
ßerdem die Werte der Stämme der Elterngeneration aufgeführt. Die Sauerstoffentwicklung verschiedener Stämme, nor-
malisiert auf den Chl-a-Gehalt, wurde bei steigender Lichtintensität untersucht. Die Kulturen wurden zuvor über min-
destens drei Tage an eine Beleuchtungsstärke von 150 µmol m-2 s-1 akklimatisiert. A) Maximal erreichte Photosynthe-
sekapazität Pmax, b) α slope, die Steigung der P-I-Kurve im lichtlimitierten Bereich, c) sättigende Lichtintensität Ik. Alle 







Ähnlich wie bei der Betrachtung der Sauerstoffproduktionsraten zeigten auch die NPQ-Werte der 
Nachkommen aus der Kreuzung 11-32b x Jonikas GYD eine Annäherung an ihren wildtypischen El-
ternteil (Abb. 3.22 a). Die maximalen NPQ-Werte der GYD-Mutanten K4, K14 und K22 lagen dabei 
sogar unter dem NPQmax des Wildtyps. Während K4 und K14 mit eher niedrigen NPQ-Werten und ei-
nem gleichmäßigen Anstieg in ihrer NPQ-Kinetik stark dem Wildtyp ähnelten, so erschienen die NPQ-
Kurven von K22 und besonders K17 wie eine Kombination der beiden Kurven ihrer Elternteile. Bei 
beiden schienen die Kurven bei höheren Lichtstärken (> 1000 µmol Photonen m-2 s-1) allmählich in eine 
Sättigung zu laufen.  
Die ursprüngliche Mutante Jonikas GYD wies bei schwachen Lichtstärken ein niedriges NPQ auf, 
das bei etwa 200 µmol Photonen m-2 s-1 sprunghaft anstieg. Diese Kinetik war bei keinem der Kreu-
zungsprodukte sichtbar; hierin glichen sie eher dem Wildtyp 11-32b.  
Auch was die Kreuzung zwischen CC-410 WT und CC-2702 cia5 angeht, so zeigte bei den Kreu-
zungsprodukten der Verlauf der NPQ-Werte in Abhängigkeit von der Lichtstärke Ähnlichkeiten zu bei-
den Elternteilen (Abb. 3.22 b). Das maximale NPQ von M2 und M5 war mit 0,75 respektive 0,69 nah 
am NPQmax der Eltern (CC-410: 0,69; CC-2702 cia5: 0,66). Die leicht erhöhten Messwerte gegenüber 
den Eltern ließen sich mit der um 120 µmol Photonen m-2 s-1 höheren Belichtungsstärke erklären. Denkt 
man die Kurven von CC-410 bzw. CC-2702 cia5 bis zu einer ähnlichen Lichtintensität weiter, sind 
vergleichbare NPQmax-Werte vorstellbar. Insgesamt zeigte die Kinetik der Kurven von M2 und M5 je-
doch mehr Ähnlichkeit zu der von CC-2702 cia5, mit einem vergleichsweise starken Anstieg bei nied-
rigen Lichtstärken und einer allmählichen Sättigung bei Lichtstärken über 500 µmol Photonen m-2 s-1.  
Tendenziell zeigte sich also, dass einige Kreuzungsnachkommen in ihrer NPQ-Kinetik stärker den 
wildtypischen Eltern glichen, wohingegen andere, besonders in der cia5-Linie, sich eher wie ihre Mu-
tantenelternteile verhielten. Wie bereits unter 3.1.3 erwähnt, ist die Interpretation von NPQ-Daten in 
Chlamydomonas reinhardtii aufgrund der unterschiedlichen, sich überlagernden Dissipationsmechanis-





Abb. 3.22: Nicht-photochemisches Quenching (NPQ) der neuen Mutanten im Vergleich zu ihren Eltern-
stämmen. Die Kulturen wurden über mindestens drei Tage an eine Lichtintensität von 150 µmol m-2 s-1 akklima-
tisiert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhängigen Wiederholungen. A) Sauerstoffproduktionsraten der 
Kreuzungsprodukte aus der Kreuzung 11-32b WT x Jonikas GYD: K4, K14, K17 und K22. B) Sauerstoffproduk-






Das lichtabhängige NPQ wies bei den drei Doppelmutanten einen ähnlichen Verlauf auf (Abb. 3.23). 
D4 und D6 erreichten ein NPQmax von 0,85, wohingegen D5 ein erhöhtes NPQmax von 1,01 zeigte. Die 
NPQ-Werte lagen damit höher als die der Wildtypen aus der ersten Generation und für die meisten Be-




Abb. 3.23: Nicht-photochemisches Quenching (NPQ) der Doppelmutanten. Die Kulturen wurden über min-
destens drei Tage an eine Lichtintensität von 150 µmol m-2 s-1 akklimatisiert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 
drei unabhängigen Wiederholungen mit Standardabweichung.  
 
 
Zusammenfassend ließ sich an dieser Stelle bereits erkennen, dass durch die Kreuzung neuerwor-
bene Veränderungen in der Expression der cia5-/GYD-Proteine die Photosyntheseleistungen der Nach-
kommenstämme gegenüber dem Wildtyp nicht negativ beeinträchtigen müssen.  
 
3.9 Glykolatproduktion 
Nachdem die Glykolatproduktionsraten der Wildtypen und ursprünglichen Mutanten bereits be-
kannt waren (vgl. 3.1.4), wurden nun auch die Exkretionsraten ihrer Nachkommen bei 20 °C betrachtet. 
Hierbei war natürlich gewünscht, dass die hohen Raten der Wildtypen sich an die Nachkommen vererb-
ten, ähnlich wie es zuvor für die Wachstums- und Photosyntheseraten beobachtet worden war.  
Zwar zeigten die neugewonnenen Mutanten der zweiten Generation im Allgemeinen ebenfalls eine 
schwächere Leistung als ihre wildtypischen Elternstämme (Abb. 3.24). Betrachtet man die Raten jedoch 
im Vergleich zu den Mutanten-Elternstämmen Jonikas GYD bzw. CC-2702 cia5, so zeigt sich, dass sich 
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die Produktionsraten durch die Kreuzung überwiegend leicht verbessern ließen. Im Falle der GYD-Mu-
tanten zeigte sich eine durchschnittliche Leistungssteigerung von 12 %, wobei K14 mit 27,6 µmol Gly-
kolat/mg Chl a etwa 1,3-mal mehr Glykolat pro Stunde produzierte als die ursprüngliche GYD-Mutante. 
Die Leistung der neuen cia5-Mutanten konnten gegenüber der Ursprungsmutante durch die Kreuzung 
um durchschnittlich 40 % gesteigert werden, wobei allerdings M2 kaum eine Verbesserung zeigte. Da-
gegen war die stündliche Glykolatproduktionsrate der neuen Mutante M5 mit 23,4 µmol Glykolat/mg 
Chl a doppelt so hoch wie die ihres cia5-Elternteils.  
 
 
Abb. 3.24: Stündliche Glykolatproduktionsraten verschiedener Kreuzungsprodukte der zweiten Genera-
tion. Zum Vergleich für die Kreuzungsprodukte K4, K14, K17 und K22 wurden jeweils deren Elternstämme 11-
32b und Jonikas GYD aufgeführt. Gleiches gilt für die Kreuzungsprodukte M2 und M5 und deren Elternstämme 
CC-410 und CC-2702 cia5. Alle Raten wurden über sechs Stunden bei einer Beleuchtung von 150 µmol m-2 s-1 
und unter Zugabe von 50 µM EZA aufgenommen. 
 
Auch die Doppelmutanten erreichten in der Effizienz ihrer Glykolatproduktion nicht dieselben 
Leistungen wie die ursprünglichen wildtypischen Elternstämme (Abb. 3.25). D4 und D5 wiesen mit 
15,1 und 12,1 µmol Glykolat / (mg Chl a)-1 h-1 ähnliche niedrige Produktionsraten auf wie die ursprüng-
liche cia5-Mutante (11,7 µmol Glykolat (mg Chl a)-1 h-1). D6 zeigte dagegen eine Glykolatproduktions-
rate, welche mit 24,3 µmol Glykolat (mg Chl a)-1 h-1 mit denen der Elternstämme M5 und K14 ver-
gleichbar war. Gegenüber der cia5-Elternmutante CC-2702 ergab sich hier eine signifikante Steigerung 
von über 100 %. Damit ist die Leistung dieser Doppelmutante jener der Wildtypen ebenbürtig (keine 




Abb. 3.25: Stündliche Glykolatproduktionsraten der Doppelmutanten D4, D5 und D6. Alle Raten wurden 
über sechs Stunden bei einer Beleuchtung von 150 µmol m-2 s-1 und unter Zugabe von 50 µM EZA aufgenommen. 
 
Bei Betrachtung des Quotienten aus Glykolatexkretionsrate und Qphar ergibt sich ein Eindruck, wel-
cher Anteil der absorbierten Lichtenergie in Glykolat fixiert werden kann (Abb. 3.26). Für die ursprüng-
lichen Elternstämme lag dieser Wert in einem ähnlichen Bereich um 18,5 µM Glykolat h-1 (mmol Quan-
ten)-1. Lediglich die cia5-Mutante wies mit nur 8,5 µM Glykolat h-1 (mmol Quanten)-1 einen wesentlich 
schlechteren Wert auf. Die Glykolatbildungseffizienz hat sich gegenüber den wildtypischen Elternstäm-
men in der zweiten Generation mit durchschnittlich 16,3 µM Glykolat h-1 (mmol Quanten)-1 nicht we-
sentlich verändert. In der dritten Generation der Doppelmutanten sank die Effizienz dagegen bei D4 und 
D5 um rund 25 % bzw. 40 %. Allerdings wies D6 eine eindeutige Steigerung um 36 % gegenüber den 
Wildtypen auf. 
Beim Auftrag (Abb. 3.27) der stündlichen Glykolatproduktionsraten eines Stammes gegen seine 
Photosynthesekapazität (Pmax) ließ sich für die untersuchten Chlamydomonas-Stämme eine positive Kor-





Abb. 3.26: Effizienz der Glykolatbildung in Wildtypen und Mutanten erster, zweiter und dritter Genera-
tion. Die Glykolatbildungseffizienz wurde aus dem Quotienten der stündlichen Glykolatproduktion und der 




Abb. 3.27: Stündliche Glykolatexkretionsraten der untersuchten Stämme, aufgetragen gegen ihre Photo-





3.10 Glykolatproduktionsraten von Wildtyp und Mutanten mit und ohne Zu-
gabe von EZA 
Um im Screeningprozess die effizientesten Wildtypen und Mutanten auszuwählen, die für die 
Kreuzung eingesetzt werden konnten, wurde bei der Bestimmung der Glykolatproduktionsraten stets 
der Hemmstoff EZA zugesetzt. Somit war die Messung der Maximalrate möglich. Ohne Zugabe von 
EZA fielen die Glykolatproduktionsraten im Wildtyp 11-32b zum einen sehr viel niedriger aus, zum 
anderen sanken die Raten nach etwa 4 h deutlich ab (Abb. 3.28). Dies war auf die Aktivierung der CCMs 
als Reaktion auf den CO2-Mangel in der Zelle zurückzuführen. Die CCMS sorgen für einen erhöhten 
CO2-Spiegel im Umfeld der Rubisco und führen damit zur Inhibierung der Photorespiration bzw. der 
Oxygenasefunktion der Rubisco.  
Überraschenderweise ergab sich auch bei der cia5-Mutante, bei welcher die CCMs durch die Inak-
tivierung des cia5-Gens permanent unterdrückt waren, ein großer Unterschied in den Glykolatprodukti-
onsraten, abhängig von der An- oder Abwesenheit von EZA. Auch hier lag die stündliche Glykolatpro-
duktionsrate ohne Zugabe von EZA deutlich niedriger, allerdings blieb die Rate über den beobachteten 
Versuchszeitraum von 6 h konstant und sank nicht ab. Gleiches gilt auch für die aus der cia5-Mutante 
erzeugte Mutante M5, die ein vergleichbares Verhalten zeigte. Dass die Produktionsraten bei M5 und 
cia5 konstant blieben, ist eine Bestätigung, dass die CO2-abhängige Induktion der CCMs in diesen Stäm-
men defekt ist. Anders als die Wildtypen zeigten sie keine zeitliche Anpassung an den verminderten 
CO2-Gehalt im Medium. 
 
 
Abb. 3.28: Glykolatproduktion verschiedener Wildtypen und Mutanten der ersten und zweiten Generation 





Auch ohne EZA-Zugabe fiel die Glykolatproduktion bei den GYD-Mutanten höher aus als im 
Wildtyp, da dank des Defekts im GYD-Gen die nachfolgende Metabolisierung des erzeugten Glykolats 
ausgeschaltet ist. Dieser Effekt ist sowohl bei der ursprünglichen Mutante Jonikas GYD als auch bei 
deren Nachkommensstamm K14 zu beobachten. Der Verlust des GYD-Gens konnte also nicht nur durch 
einen genetischen Nachweis nachvollzogen werden, sondern auch durch die Betrachtung der Physiolo-
gie, was die Glykolatproduktion anging. 
Allerdings sank ohne EZA-Zugabe die Glykolatproduktion bei den GYD-Mutanten ebenfalls nach 
4 h wieder ab, da auch diese Stämme als Folge auf den reduzierten Kohlendioxidgehalt ihre funktions-
fähigen CCMs aktivierten. 
Aufgrund dieser Ergebnisse ließ sich erwarten, dass ohne die Zugabe von EZA die Doppelmutanten 
dank des inaktivierten GYD-Gens ebenfalls höhere Glykolatproduktionsraten aufweisen sollten (ähnlich 
der K14-Mutante), dabei in ihrer Kinetik allerdings eher den cia5-Mutanten ähneln sollten, in denen die 
Produktionsrate über die Zeit konstant bleibt. Dieser erhoffte additive Effekt der GYD- und cia5-Dop-
pelmutation ließ sich jedoch nicht feststellen (Abb. 3.29). Ohne die Zugabe von 50 µM EZA blieben die 
Glykolatproduktionsraten auch in den Doppelmutanten sehr niedrig. Allerdings zeigte sich auch hier, 
dass ihre Rate über den Messzeitraum von 6 h hinweg nicht nachträglich absank, was auch in diesem 
Fall auf eine Inaktivierung der CO2-induzierten CCMs in den Doppelmutanten hindeutete. Die Produk-
tionsraten lagen insgesamt nicht nennenswert höher über jenen, welche die ursprüngliche cia5-Mutante 
ohne EZA zeigte. Einen physiologischen Hinweis auf die Inaktivierung des metabolisierenden GYD-
Enzyms in den Doppelmutanten konnten die Kinetiken nicht liefern. Der erhoffte additive Effekt einer 
CCM-Inaktivierung bei gleichzeitiger Inaktivierung der GYD blieb aus. 
 
Abb. 3.29: Glykolatproduktion der Doppelmutanten ohne EZA-Zugabe. Die Messwerte wurden bei einer Be-
leuchtung von 150 µmol m-2 s-1 aufgenommen. 
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Allerdings zeigt sich bei Betrachtung der Kinetiken, dass die Raten gegen Ende des Versuchszeit-
raums (6 h) sprunghaft anzusteigen schienen. Womöglich erreicht die Glykolatproduktionsrate erst nach 
einer mehrstündigen Anlaufphase höhere Werte. Diese Vermutung wurde durch verwandte Experimente 
der Arbeitsgruppe untermauert. So scheinen Zellen des Wildtyps 11-32b, die einer längerfristigen, dau-
erhaften Sauerstoffbesprudelung ausgesetzt sind, einen Adaptationsprozess zu durchlaufen. Es zeigte 
sich, dass die Glykolatexkretion im Laufe der Zeit ansteigt, bis sie nach etwa 48 h ihren Höhepunkt 
erreicht (Taubert et al., 2019).  
Weiterhin konnte eine Steigerung der Glykolatexkretion bei 11-32b durch die Erhöhung der Umge-
bungstemperatur erreicht werden. Da im Kurzzeitversuch bei 6 h und 20 °C keine nennenswerten Glyko-
latmengen produziert wurden, sollte nun getestet werden, ob sich die Produktionsleistung der Doppelmu-
tanten, ähnlich wie beim Wildtyp, durch Anpassung der Versuchsbedingungen optimieren ließ. 
 
3.11 Glykolatproduktion der Doppelmutanten im Langzeitversuch 
3.11.1 Erhöhung der Glykolatproduktion durch zeitliche Adaptation und Tempera-
tursteigerung  
Aufgrund der Überlegungen im vorhergehenden Kapitel wurde versucht, die Glykolatexkretion der 
Doppelmutanten durch die Kombination aus zeitlicher Adaptation und Erhöhung der Umgebungstempe-
ratur zu erreichen. Hierbei wurde den Kulturen 48 h lang Zeit gelassen, sich an die veränderten Gaskon-
zentrationen anzupassen. Erst dann wurde der CCM-Hemmstoff EZA zugesetzt. 
In den ersten 48 h blieb die Glykolatproduktion ohne EZA-Zugabe erwartungsgemäß gering (Abb. 
3.30). Im Wildtyp fand keine nennenswerte Glykolatbildung statt. Auch die Doppelmutanten D4 und D5 
reicherten in dieser Zeitspanne nur 18,9 bzw. 47,0 µmol Glykolat (Chl a)-1 L-1 an, das entspricht etwa 1,4 
bzw. 3,6 mg. Mit EZA-Zugabe erreichten die beiden Stämme solche Mengen bereits in unter drei Stunden. 
Erfreulicherweise schaffte es der Stamm D6 jedoch, in der gleichen Zeit etwa 300 µmol Glykolat (Chl a)-
1 L-1 anzureichern.  
Nach EZA-Zugabe stiegen die Produktionsraten bei allen Stämmen sprunghaft an. Die Erhöhung der 
Temperatur hatte hierbei überwiegend einen positiven Einfluss auf die Glykolatexkretionsraten (Abb. 
3.31), allerdings nur unter EZA-Einfluss. Für den Wildtyp und D4 war in der Exkretion zwischen 20 °C 
und 30 °C eine geringfügige Steigerung um rund ein Drittel bemerkbar. Im Falle von D5 konnte sich die 
Exkretionsrate mit Erhöhung der Temperatur mehr als verdoppeln. Lediglich D6 schien auf die Tempera-
turerhöhung nicht mit gesteigerter Glykolatexkretion zu reagieren. Interessanterweise traf dies jedoch nur 
für die mit EZA versetzten Kulturen zu. In Abwesenheit von EZA produzierten die Zellen bei 30° C stünd-
lich etwa dreimal so viel Glykolat wie bei 20 °C. 
Aus diesen Ergebnissen ging hervor, dass D6 auch ohne den Hemmstoff EZA zur Glykolatproduktion 
befähigt ist. Die Rate, die sich dabei ergab, lag für 30 °C bei 6,2 µmol Glykolat (mg Chl a)-1 h-1 und betrug 
damit rund ein Drittel der Rate unter EZA-Zugabe. Für keinen anderen der untersuchten Stämme fiel dieses 




Abb. 3.30:  Glykolatproduktion der Doppelmutanten im Langzeitversuch. Die Zellen wurden bei 30 °C und 
40 % O2, 0,08 % CO2 für 48 h kultiviert. Erst nach Ablauf dieser Zeitspanne wurde der CCM-Hemmer EZA 
zugesetzt (Markierung mit Pfeil) und die Glykolatproduktion weiterhin verfolgt. WT: Wildtyp 11-32b. 
 
Abb. 3.31:  Stündliche Glykolatproduktionsraten der Doppelmutanten mit und ohne EZA und bei verschie-






































4.1 Die Problematik bei der Erzeugung und Erhaltung von Mutantenstämmen 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine Hochleistungsmutante von Chlamydomonas reinhardtii 
mit erhöhten Glykolatexkretionsraten für den biotechnologischen Einsatz zu erzeugen. In der Praxis 
sollte die erhöhte Produktionsleistung durch das Ausschalten der Glykolatdehydrogenase und der über 
das cia5-Protein vermittelten CCMs erreicht werden. Hierfür wurden bereits vorhandene Mutanten mit 
einem entsprechenden Gendefekt mit wildtypischen Stämmen gekreuzt.  
Dass die neue Hochleistungsmutante nicht durch die gentechnische Veränderung eines Wildtypen-
stammes erzeugt wurde, hat mehrere Gründe. Zum einen ist bekannt, dass künstlich erzeugte Mutationen 
in Chlamydomonas reinhardtii nicht immer überdauern. Transgene Eigenschaften verschwinden oft be-
reits nach mehreren Generationen (Hannon et al., 2010; Ahmad et al., 2015). Die hohe Teilungsrate der 
Zellen und die Tatsache, dass die Zellen im vegetativen Zustand haploid vorliegen, begünstigen dies 
(Siaut et al., 2011). Für die zuverlässige Produktion von Biogas und anderen nachhaltig erzeugten Sub-
stanzen auf kommerzieller Ebene ist es von besonderer Wichtigkeit, dass eingebrachte Mutationen stabil 
im Genom verankert bleiben und die dadurch erzeugten Ergebnisse langfristig reproduzierbar sind.  
Hierbei ist allerdings von Bedeutung, welcher Art die Mutation ist und wie sie erzeugt wurde. Ein-
gebrachte Gene werden von den Zellen oft nachträglich wieder aus dem Genom ausgeschlossen – ein 
Mechanismus, der sich möglicherweise als eine Verteidigungsstrategie gegen Infektionen durch Viren 
entwickelt hat, die den Stoffwechsel der Grünalge kapern. Dementsprechend sind von einem nachträg-
lichen Mutationsverlust in erster Linie neu eingebrachte Gene betroffen, welche auf einem hohen Level 
überexprimiert werden.  
Demgegenüber erforderte die vorliegende Arbeit Mutanten mit einem Knock-out des cia5-Proteins 
und der Glykolatdehydrogenase. Von Genen, die in Chlamydomonas mittels RNA Silencing stillgelegt 
wurden, ist bekannt, dass sie nach einigen Generationen ihre Funktionalität wiedererlangen können (bei-
spielhaft in Koblenz et al., 2003, und Yamasaki et al., 2008; diskutiert in Schroda, 2006). Daher wurde 
im Rahmen dieser Arbeit auf Mutanten mit Loss-of-function-Mutationen zurückgegriffen, die durch die 
Einwirkung von UV-Licht hergestellt wurden (Punktmutation) oder über die Insertion von Genkasset-
ten. Auch hier kann nicht ausgeschlossen werden, dass die zerstörten Gene nach einigen Zellgeneratio-
nen ihre Funktionsfähigkeit wiedererlangen. Dies betrifft im Speziellen Genkassetten, die zum Zwecke 
der Mutantenselektion Antibiotikaresistenzen enthalten. Entfällt der Selektionsdruck, ist es möglich, 
dass die Genkassette aus dem Genom entfernt wird. Dennoch ist das Risiko eines Mutationsverlustes in 
diesen Fällen erfahrungsgemäß geringer als im Falle einer über RNA Silencing vermittelten Mutation.   
Zu bedenken ist in diesem Zusammenhang auch, dass es für spätere Anwendung von Bedeutung 
sein kann, Nicht-GVO-Stämme verwenden zu können. Zum ersten erleichtert dies die Zulassung, ent-
sprechend bestückte Bioreaktoren im Freien aufstellen zu können, zum zweiten ist die Akzeptanz der 
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Bevölkerung gegenüber nicht genetisch veränderten Organismen höher. Beide Probleme können um-
gangen werden, indem man die gewünschten Merkmale mittels konventioneller Kreuzung von Nicht-
GVOs in einem Stamm zu vereinen sucht.  
Auf letzteres musste im Rahmen der vorliegenden Arbeit verzichtet werden, da zum Zeitpunkt ihrer 
Anfertigung kein Nicht-GVO-Stamm vorlag, der ein defektes GYD-Gen besitzt. Dennoch konnte diese 
Arbeit mit der erfolgreichen Erzeugung von leistungsfähigen Doppelmutanten einen Beweis für die 
prinzipielle Machbarkeit dieses Unternehmens liefern. Untersucht werden sollte, wie sich die physiolo-
gischen Eigenschaften durch Kreuzung vererben und ob es auf diesem Wege gelingt, die Glykolatex-
kretion zu steigern.  
 
4.2 Physiologische Unterschiede zwischen verschiedenen Wildtypstämmen 
Alle in der Arbeit verwendeten Wildtypen stammen aus dem Chlamydomonas Resource Center 
(University of Minnesota). In einer Vorauswahl wurden zunächst sechs Stämme zusammengetragen, die 
phänotypisch ein schnelles Wachstum zeigten, robust erschienen und (bis auf eine Ausnahme) mit Nitrat 
als Stickstoffquelle wachsen konnten (Matt Laudon, persönliche Kommunikation). Pröschold et al. 
(2005) und Harris (2009) geben einen guten Überblick über die Verwandtschaft der verwendeten Wild-
typen. Insgesamt wurden für die Arbeit Stämme aus jeder der drei verschiedenen Unterlinien („Sub-
lines“) verwendet, die sich aus der 1945 von G.M. Smith isolierten Zygote entwickelt haben: CC-1691 
und CC-408 aus der „Sager“-Linie (Subline I), CC-410, CC-1009 (UTEX 89) und 11-32b aus der 
„Cambridge“-Linie (Subline II) und CC-621 aus der „Ebersold/Levine“-Linie (Subline III) (Abb. 4.1). 
Die drei Stämme, die im Screening als leistungsstärkste hervorgingen, 11-32b, CC-1009 und CC-410, 




Abb. 4.1: Verwandtschaft der in der Arbeit verwendeten Chlamydomonas-reinhardtii-Wildtypenstämme. 
Verändert nach Pröschold et al., 2005.  
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Zwar existieren bereits mehrere Studien, die Zusammenhänge zwischen der Verwandtschaft unter-
schiedlicher Wildtypenstämme untersuchen (Kubo et al., 2002; Pröschold et al., 2005), vergleichende 
Daten über physiologische Unterschiede sind bisher allerdings kaum zu finden. Bekannt ist jedoch, dass 
es große Unterschiede im Metabolismus geben kann, z.B. bei der stressbedingten Produktionsleistung 
von Ölen, die unter Standardlaborstämmen um den Faktor 5 schwanken kann (Siaut et al., 2011). Dies 
rechtfertigt eine auf den jeweiligen Anwendungszweck abgestimmte Auswahl des verwendeten Wild-
typstammes und das in der Arbeit durchgeführte Screening.  
Tatsächlich wurde im Verlauf des Screenings schnell ersichtlich, dass eine große Variabilität in der 
Physiologie der Wildtypen besteht. Obwohl in der Vorauswahl bereits eine Gruppe von als leistungsfä-
hig bekannten Wildtypen aussortiert wurde, zeigten sich im Screening dieser besten Kandidaten immer 
noch erhebliche Unterschiede. Während bei schwachen Lichtstärken das unterschiedliche Potenzial der 
Wachstumsleistungen kaum sichtbar wurde, unterschieden sich die phototrophen Wachstumsraten in 
stärkerem Licht (300 µmol m-2 s-1) um bis zu dem Faktor 1,7. Signifikante Unterschiede in den Wachs-
tumsraten zwischen verschiedenen wildtypischen Laborstämmen konnten bereits in früheren Studien 
nachgewiesen werden (Flowers et al., 2015; Gallaher et al., 2015). Neben unterschiedlicher Effizienz in 
der Lichtnutzung (s.u.) sind die Unterschiede in der Wachstumsrate auch zurückzuführen auf die Frage, 
wie effizient die Wildtypen die zur Verfügung stehenden Ressourcen und Nährstoffe in Biomasseneu-
bildung umsetzen können. Bei der Anzucht auf Flüssigmedium, wie sie für viele Erhaltungskulturen im 
Labor oft der Fall ist, besteht zwischen den Zellen eine starke Konkurrenz um Licht, aber auch um 
Nährstoffe. Bei vielen im Labor verwendeten Wildtypenstämmen konnten mehrfache Duplikationen 
einzelner Gene nachgewiesen werden, wie dies auch schon für Laborstämme der Hefe entdeckt wurde 
(Gresham et al., 2008). Betreffen diese Duplikationen z.B. Gene für Transporter oder Stoffwechselen-
zyme, kann die Überexpression dieser Proteine eine effizientere Nährstoffaufnahme und -metabolisie-
rung zur Folge haben. Dies führt demnach zu unterschiedlichen, stammspezifischen Wachstumsraten in 
Medien mit variierendem Gehalt an Nährstoffen. Solche Wachstumsunterschiede wurden bereits in Me-
dien mit unterschiedlichen Konzentrationen an Eisen (Gallaher et al., 2015), Nitrat, Phosphat oder Bi-
carbonat (Bell, 1992; Bell, 1997) beobachtet. Genduplikationen vermitteln somit letztendlich eine hö-
here Resistenz gegenüber Stressbedingungen wie z.B. Nährstoffmangel. Ein ähnlicher Mechanismus 
könnte auch den in dieser Arbeit nachgewiesenen Unterschieden in der Wachstumsleistung zugrunde 
liegen.  
Weiterhin wiesen die Wildtypen deutliche Unterschiede in ihrer Photosyntheseleistung auf. Die 
Unterschiede in den gemessenen Photosyntheseparametern deuten darauf hin, dass die untersuchten 
Wildtypen auf genetischer Ebene an Licht unterschiedlicher Qualitäten adaptiert sind. So wiesen die 
Wildtypen z.B. trotz gleicher experimenteller Anzuchtsbedingungen unterschiedliche IK-Werte auf, d.h. 
die für die Photosynthese sättigende Lichtstärke unterschied sich. Solche Variationen können zum Bei-




Alle untersuchten Stämme können auch auf nitrathaltigem Medium wachsen (Pröschold et al., 
2005), mit Ausnahme von CC-621. Dieser Stamm ist allerdings besonders für seine hohe Paarungseffi-
zienz bekannt (Harris, 2009; Saito et al., 1998). Auch die anderen ausgewählten Stämme sollten laut 
Saito et al. (1998) eine hohe Paarungseffizienz aufweisen. Die in dieser Arbeit durchgeführten Paa-
rungsversuche bestätigten dies. Alle Wildtypen wiesen Paarungseffizienzen zwischen 87 und 97 % auf.  
Obwohl auch heute noch neue Chlamydomonas-Wildtypen isoliert werden (Nakada et al., 2010), 
so stammt doch die überwiegende Anzahl aller in Publikationen erwähnten Wildtypenstämme von der 
einst von Smith isolierten Zygote ab. Die verschiedenen Laborstämme sind jedoch teilweise schon seit 
Jahrzehnten räumlich und somit genetisch voneinander getrennt. Die schnelle Weiterentwicklung und 
Ausdifferenzierung der Stämme wird durch die kurze Generationszeit der Spezies begünstigt. Mutatio-
nen im Genom akkumulieren mit einer Rate von 0,03 Mutationen/Teilungsvorgang, das entspricht einer 
Mutation alle dreißig Generationen (Gallaher et al., 2015). Laut den in dieser Arbeit ermittelten Wachs-
tumsraten entspricht dies, je nach Belichtung und Wildtyp, einer Zeitdauer zwischen 12 und 45 Tagen. 
Es ist leicht vorstellbar, wie das Zusammenspiel verschiedener laborspezifischer Faktoren – wie z.B. 
die Zusammensetzung verwendeter Nährmedien, die Lichtqualität, aber auch Unterschiede im Aufbau 
der Anzuchtsgefäße bzw. Reaktoren – eine Vielzahl an verschiedenartigen Umgebungen mit unter-
schiedlichem Selektionsdruck erschaffen, der jeweils die Durchsetzung unterschiedlicher Eigenschaften 
begünstigt. Beispielsweise konnten sich durch die standardmäßige Verwendung von ammoniumhalti-
gem Medium in der Sublinie III / „Ebersold-Levine“-Linie Mutationen in Genen der Nitratassimilation 
durchsetzen (nit1, nit2), sodass Stämme wie CC-620 und CC-621 Nitrat nicht länger als Stickstoffquelle 
verwenden können. Diese Eigenschaft zur raschen Anpassung an die Umgebungsbedingungen wird u.a. 
bei der gerichteten Evolution von Mikroben im Labor (engl.: adaptive laboratory evolution, ALE) an-
gewandt mit dem Ziel, neue Stämme mit vorteilhaften Merkmalen zu entwickeln. Hierbei werden die 
Organismen über einen längeren Zeitraum definierten Bedingungen im Labor ausgesetzt, an die sie im 
Laufe der Kultivierung genetisch adaptieren. So können z.B. Chlamydomonas-Stämme erzeugt werden, 
die eine verbesserte Resistenz gegenüber hohen Salzkonzentrationen aufweisen (Takouridis et al., 2014; 
Perrineau et al., 2014). 
Eine hohe genetische Anpassungsfähigkeit wird auch bei Wildtypstämmen in natürlichen Habitaten 
beobachtet. Unter den Eukaryoten gehört Chlamydomonas reinhardtii mit insgesamt 3 % Variabilität 
im Genom zu den Spezies mit der höchsten genetischen Diversität (Flowers et al., 2015). Angesichts 
einer solchen Diversität sind die in der Arbeit ermittelten physiologischen Unterschiede nicht überra-
schend. 
In der Literatur wurde die physiologische Varianz unter Chlamydomonas-Wildtypen und die Be-
deutung einer gezielten Stammauswahl zu Versuchszwecken bisher wenig diskutiert. Die Ergebnisse 
dieser Arbeit illustrieren jedoch eindeutig, wie entscheidend es für biotechnologische Fragestellungen 
sein kann, verschiedene Wildtypen einer aussichtsreichen Spezies zu betrachten und Zeit in eine sorg-
fältige Vorauswahl zu investieren. Je nachdem, welche Funktion der projektierte Wunschstamm erfüllen 
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soll, kann als Ausgangsbasis ein Wildtypstamm mit entsprechendem Phänotyp gewählt werden, der in 
den erforderlichen Stoffwechselwegen (z.B. Glykolatexkretion) maximale Leistungen erzielt. Unter den 
Standardlaborstämmen von Chlamydomonas reinhardtii, von denen hier sechs der leistungsstärksten 
Kandidaten repräsentativ untersucht wurden, ist eine große Vielfalt in physiologischen Charakteristika 
zu erwarten, zu deren Erweiterung in den kommenden Jahren die stetige Isolierung neuer Stämme aus 
der Wildnis sicherlich nochmals beitragen wird. Diese hohe genetische und physiologische Varianz 
macht Chlamydomonas reinhardtii bezüglich zahlreicher biotechnologischer Fragestellungen zu einem 
aussichtsreichen Kandidaten. 
 
4.3 Die Wildtypen CC-410 und 11-32b im Vergleich mit anderen Wildtypstämmen 
Von der Isolierung der ersten Zygote 1945 bis heute wurden insgesamt etwa 30 verschiedene Wild-
typstämme der Spezies entdeckt und stehen zu Forschungszwecken zur Verfügung (Flowers et al., 
2015). Da das in der Arbeit angewendete physiologische Screeningverfahren vergleichsweise aufwändig 
war, wurden nur sechs Wildtypenstämme untersucht. Verglichen mit Literaturdaten weisen diese 
Chlamydomonas-Stämme allerdings überdurchschnittlich hohe Photosyntheseraten auf. Für den Ver-
gleich wurden die in dieser Arbeit ermittelten Sauerstoffproduktionsraten sowie die Literaturdaten je-
weils auf den zellulären Gesamtchlorophyllgehalt bezogen. Die Sauerstoffmessungen der für den Ver-
gleich ausgewählten Literaturdaten wurden ebenfalls unter photoautotrophen Bedingungen und bei einer 
vergleichbaren Temperatur (~20 °C) durchgeführt (Ausnahme: Torzillo et al., 2009). 
 
Tab. 4.1: Vergleich der in der Arbeit ermittelten Photosyntheseraten mit Literaturdaten. Zu Vergleichszwe-
cken wurden alle Werte auf den Gesamtchlorophyllgehalt bezogen.  
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Torzillo et al., 2009 
 
 
Während die in dieser Arbeit ermittelte maximale Photosyntheserate von CC-1009 mit den Litera-
turdaten vergleichbar ist, liegen die Werte von 11-32b bzw. CC-410 durchschnittlich um 26 bzw. 39 % 
höher (Tab. 4.1). Zu beachten ist außerdem, dass die Sauerstoffproduktion bei der während der Messung 
maximal erreichten Lichtstärke noch nicht abgesättigt war, so dass die tatsächlichen Pmax-Werte dieser 
Stämme noch höher liegen dürften. Zwar erreichte in Messungen von Torzillo et al. (2009) der Wildtyp 
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11-32b demgegenüber nochmals einen um ein Drittel erhöhten Pmax-Wert ─ allerdings wurden die ent-
sprechenden P-I-Kurven bei 28 °C gemessen. Durch die Erhöhung der Messtemperatur von 20 auf 30 
°C kann sich die maximale Sauerstoffproduktion von Chlamydomonas reinhardtii mehr als verdoppeln 
(Bozzato, 2015; Lukeš et al., 2014). Eine ähnliche Steigerung wäre bei einer entsprechenden Tempera-
turerhöhung also auch für den 11-32b-Stamm unseres Labors sowie für den leistungsfähigen Wildtypen 
CC-410 zu erwarten. 
Aufgrund unterschiedlicher Mess- und Anzuchtsbedingungen können die Werte der einzelnen La-
bore nicht quantitativ miteinander verglichen werden. Die höheren Produktionsraten von 11-32b und 
CC-410 können durch die abweichenden Versuchsbedingungen begünstigt sein und lassen daher nicht 
in jedem Fall auf photosynthetisch überlegene Wildtypenstämme schließen. Um genauere Aussagen 
diesbezüglich zu treffen, müsste man die Leistung aller Wildtypen unter denselben Bedingungen ver-
gleichen. Dennoch lässt sich durch den Vergleich mit Literaturdaten abschätzen, dass die für diese Ar-
beit ausgewählten Wildtypenstämme zu den photosynthetisch effizientesten gehören, die bisher in der 
Literatur Erwähnung finden. Hohe Photosyntheseraten sind eine wichtige Voraussetzung für einen 
Stamm mit effizienter Glykolatproduktion, da die photosynthetische Glykolatproduktion direkt mit Pmax 
korreliert (vgl. 4.4).   
 
4.4 Entwicklung eines physiologischen Screening-Verfahrens 
Der erste Schritt im Entwicklungsprozess des Hochleistungsstamms umfasste ein Screening bereits 
vorhandener Wildtypenstämme, um geeignete Kandidaten für die Kreuzung mit den Mutanten auszu-
wählen. Hierbei wurden einige Faktoren überprüft, die einen zu vermutenden Einfluss auf die spätere 
Performance des Zielstammes und dessen Handhabung im Bioreaktor haben werden. Geeignete Scree-
ningkriterien müssen aufgrund der hohen Anzahl an zu erwartenden Nachkommen schnell und einfach 
zu überprüfen sein, gleichzeitig jedoch eine hohe Aussagekraft besitzen und ein möglichst umfassendes 
Bild über die physiologische Leistungsfähigkeit des Stammes liefern. Die für das Screening gewählten 
Parameter erwiesen sich hierbei als guter Kompromiss. 
Ausgelesen wurde zunächst nach einer hohen Wachstumsrate. Diese ist aus dreierlei Gründen für 
eine Hochleistungsmutante vorteilhaft: 1) Sie ist für eine schnelle Zunahme der Biomasse in der initialen 
Anzuchtsphase im Reaktor erforderlich und erschwert damit eine Infektion durch Bakterien oder andere 
Mikroorganismen. 2) Ein schnelles Wachstum setzt auch eine effiziente Assimilation von anorgani-
schem Kohlenstoff voraus, der unter photorespiratorischen Bedingungen in die Glykolatproduktion um-
geleitet werden kann. 3) Für eine hohe Wachstumsleistung ist nicht nur eine effiziente CO2-Assimilation 
notwendig, sondern auch die Verwertung weiterer Nährstoffe. Die effiziente Aufnahme von Makro- und 
Mikronährstoffen aus dem Medium und somit eine gewisse Anspruchslosigkeit in Anzucht und Hand-
habung ist eine wichtige Qualität für die großtechnische Produktion. Somit entfällt eine aufwändige 
kosten- und energieintensive Nährstoffzufuhr im Reaktor.   
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Tatsächlich korrelierte die Wachstumseffizienz (Wachstumrate/Qphar) der untersuchten Wildtypen 
und Mutanten sowie ihrer Nachkommen mit der Glykolatbildungeffizienz (Glyokolatbildungs-
rate/Qphar). Die Korrelation war signifikant und galt sowohl für die Wildtypen als auch für Mutanten und 
die daraus erzeugten Nachkommen. Dies zeigt, dass der Anteil der absorbierten Energie bzw. des akku-
mulierten Kohlenstoffs, der unter Anzuchtsbedingungen in die Biomasse fließt, unter photorespiratori-
schen Bedingungen tatsächlich zu großen Teilen im Glykolat gespeichert wird. Für den Wildtyp 11-32b 
konnte bereits bewiesen werden, dass es bei geeigneter Einstellung des Verhältnisses von CO2 zu O2 im 
Umfeld der Rubisco zu keinem weiteren Biomassezuwachs kommt, bei gleichzeitig stabiler Glykolat-
produktionsrate (Günther et al., 2012; Taubert et al., 2019). Für die Doppelmutante sollte dieser physi-
ologische Zustand ebenfalls einstellbar sein. 
Auch die photosynthetische Effizienz war eine wichtige Kenngröße im Screeningprozess. Über die 
maximal erreichbare Photosyntheserate, Pmax, kann die biochemische Kapazität der Kohlenstoff-Assi-
milation eines Stammes abgeschätzt werden. Da Glykolat als eines der ersten Produkte in der Kette der 
Photorespiration steht, vermittelt Pmax somit ebenfalls einen Eindruck des Potenzials der Glykolatpro-
duktionsrate. Geht man vereinfacht davon aus, dass unter glykolatproduzierenden Bedingungen der ge-
samte neu fixierte Kohlenstoff in die Glykolatproduktion fließt und die Zelle anderweitig keinen Koh-
lenstoffbedarf aufweist, so müssen für jeden ausgeschiedenen C2-Körper in Form von Glykolat zwei 
Moleküle CO2 fixiert werden, um das Kohlenstoffgleichgewicht innerhalb der Zelle aufrecht zu erhalten 
und der Verarmung des Akzeptors vorzubeugen. Es sollte also ein direkter Zusammenhang bestehen 
zwischen der photosynthetischen Kapazität und der Effizienz der Glykolatexkretion. Dies war während 
des Screeningprozesses ebenfalls ersichtlich: Es zeigte sich eine Korrelation zwischen den Pmax-Werten 
der betrachteten Stämme bzw. ihrer Nachkommen einerseits und der Glykolatproduktionsrate anderer-
seits.  
Weiterhin erlaubten es die aufgenommenen P-I-Kurven, die Anpassung der Photosyntheserate als 
Reaktion auf die steigenden Lichtintensitäten zu beobachten. Für den späteren Einsatz im Freiland ist 
eine hohe Toleranz gegenüber Licht verschiedener Intensitäten angezeigt. Auch ist es für eine stabile 
Kultivierung von Vorteil, wenn die Lichtreaktion der Photosynthese erst bei vergleichsweise hohen Be-
strahlungsintensitäten gesättigt ist. Dies äußert sich in einem möglichst hohen IK-Wert. Zellen mit dieser 
Eigenschaft gehen bei steigender Belichtungsstärke erst spät in den Zustand der Photoinhibition über. 
Da sie einen größeren Teil der absorbierten Energie in photochemisches Potential umsetzen können, ist 
somit die Wahrscheinlichkeit für oxidative Schäden durch überschüssige Anregungsenergie geringer.  
Generell war der Anteil an absorbierten Quanten Qphar umso höher, je niedriger die Chlorophyll-
spezifische Absorption a*phy eines Stammes lag (vgl. Tab. 3.8). Der Absorptionsquerschnitt pro mg 
Chl a (a*phy, Einheit: [m2 mg-1 Chl a]) lag bei den beiden für die Kreuzungsschritte ausgewählten Stäm-
men, 11-32b und CC-410, am niedrigsten. Stämme mit niedrigen a*phy-Werten weisen eine geringere 
Pigmentierung auf und damit einhergehend eine geringe Wahrscheinlichkeit, dass die Chlorophyllmo-
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leküle einander beschatten. Der a*phy-Wert ist daher ein entscheidender Faktor, der die Lichtabsorpti-
onseffizienz von Kulturen in einem Bioreaktor beeinflusst. Bei einem hohen a*phy und starker Selbst-
beschattung bilden sich in größeren Reaktoren leicht verschiedene Phasen aus: Zellen in den äußeren 
Schichten erhalten zu viel Licht und gehen schnell in den Zustand der Photoinhibition über, in welchem 
die absorbierte Energie durch Wärmedissipation oder Fluoreszenz wieder abgeführt werden muss, um 
oxidative Schäden in der Zelle zu vermeiden. Zellen in den inneren Flüssigkeitsschichten hingegen lei-
den unter Lichtmangel. Diesem Ungleichgewicht kann durch eine stetige Durchmischung der Kultur 
entgegengewirkt werden, allerdings verbraucht dieser Prozess Energie. Günstiger ist es daher, mit Stäm-
men zu arbeiten, die eine geringere Pigmentierung aufweisen, so dass die Reaktoren mit möglichst hoher 
Zelldichte bestückt werden können und dennoch eine hohe Produktivität beibehalten (Melis et al., 1998). 
Eine Korrelation zwischen a*phy und der Wachstumsrate (bzw. Glykolatbildungsrate unter photo-
respiratorischen Bedingungen) konnte dagegen nicht gezeigt werden, wurde jedoch auch nicht erwartet, 
da die absorbierte Energie bei einzelnen Stämmen zu ganz unterschiedlichen Anteilen in alternative 
Elektronentransporte fließen oder durch Dissipation verloren gehen kann. Besonders die Mutanten wie-
sen hohe NPQ-Werte auf, führten also einen Großteil der absorbierten Energie auf Dissipationswegen 
wieder ab. Hohe a*phy-Werte allein sind daher kein geeignetes Screeningkriterium, vermitteln jedoch 
zusammen mit weiteren Messgrößen wie Wachstumsrate, photosynthetischer Effizienz und NPQ eine 
Vorstellung davon, wie die eingestrahlte Quantenenergie in unterschiedliche Stoffwechselwege partiti-
oniert wird. Hier sind natürlich hohe Wachstums- bzw. Glykolatbildungseffizienzen von Vorteil. 
Für das Screening wurde die Glykolatproduktion der Stämme über einen Zeitraum von 6 h beo-
bachtet. Während der Durchführung dieser Arbeit zeigten neue Ergebnisse jedoch, dass die Zellen sich 
nach einiger Zeit an die photorespiratorischen Bedingungen akklimatisieren. Im Wildtyp erhöhte sich 
dabei die Glykolatproduktionsrate nach etwa zwei Tagen. Von daher können die über 6 h durchgeführten 
Kurzzeitmessungen nur einen ersten Eindruck des letztendlichen Potenzials der Glykolatproduktion ge-
ben. Für ein Screening mit hohem Durchsatz war dies ausreichend. Bei vielversprechenden Kandidaten 
ist jedoch eine Langzeitmessung über mehrere Tage sinnvoll.  
 
 
4.5 Die Verbesserung komplexer physiologischer Eigenschaften durch das Ein-
kreuzen wildtypischer Gene 
Ein Vorteil in der Zucht von Chlamydomonas stellt die Haploidie dieser Alge im ihrem vegetativen 
Stadium dar. Dadurch sind auch rezessive Allele sofort im Phänotyp sichtbar und werden nicht durch 
die Ausprägung ihrer dominanten Gegenstücke überdeckt. Die Kreuzung als eine Methode, neue Mu-
tantenstämme zu erzeugen, ist speziell deswegen von Vorteil, da hierbei auch polygenetische Eigen-
schaften an Nachkommen weitervererbt werden können. Im Zuge dieser Arbeit wurde dies anschaulich 
sichtbar, in der physiologischen Verbesserung von Mutantenlinien, in die Gene von robusten Wildtypen 
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eingekreuzt wurden. So konnten z.B. Wachstumsraten und Photosyntheseleistung der Mutanten gestei-
gert werden – beides sind phänotypische Merkmale, bei deren Ausprägung eine Vielzahl von unter-
schiedlichen Genen zusammenwirken. Solche komplexen Merkmale mittels genetic engineering zu ver-
bessern, ist in den meisten Fällen ein aufwendiges Unterfangen. Als Beispiel mögen transgen erzeugte 
Antennenmutanten mit Defekten in der tla-Genfamilie dienen. So ist zum Beispiel bei der Mutante tla1 
die Expression des tla1-Gens auf Ebene der Proteintranslation herabreguliert. Tla1, ein Polypeptid aus 
213 Aminosäuren, scheint eine entscheidende Rolle in der Regulation der Antennengröße zu spielen 
(Polle et al., 2003; Tetali et al., 2007; Mitra et al., 2012). In der tla2-Mutante wiederum liegt ein Knock-
out im CpFTSY-Gen vor. Das dazugehörige Protein ist ein Rezeptor, der den Einbau von pigmentbin-
denden Proteinen in die Thylakoidmembran vermittelt (Kirst et al., 2012).  
Diese tla-Mutanten weisen phänotypisch einen verringerten Chlorophyllgehalt und eine um 50 - 65 
% verkleinerte Antenne gegenüber dem Wildtyp auf. Bei diesen speziell für biotechnologische Zwecke 
erzeugten Stämmen ist durch den verringerten Absorptionsquerschnitt (a*phy) die gegenseitige Be-
schattung der Zellen in der Flüssigkeitssäule eines großen Reaktors vermindert, wodurch sich eine effi-
zientere und gleichmäßigere Lichtverteilung in der Kultur ergibt. Daraus folgt z.B. eine effizientere 
Umwandlung der Sonnenenergie und hieraus wiederum eine höhere photosynthetische Effizienz pro mg 
Chl und ein erhöhter IK-Wert.  
Für Forschungszwecke sind solche Mutanten natürlich interessant, aus biotechnologischer Sicht 
erfüllen viele von ihnen jedoch nicht die in sie gesetzten Erwartungen. Durch den Einsatz von Mutan-
tenstämmen mit verkleinerter Antenne erhoffte man sich eine verbesserte Biomasseproduktivität und 
die Möglichkeit, Reaktoren mit Kulturen hoher Zelldichte zu bestücken. Allerdings gingen mit der Ver-
kleinerung der Antenne unerwünschte Nebeneffekte einher, z.B. eine erhöhte Respirationsrate, die sich, 
insbesondere durch den nächtlichen Kohlenstoffverlust, nachteilig auf den Biomassezuwachs im Reak-
tor auswirkte. Die Kohlenstoffbilanzen beider Reaktionen hoben sich gleichsam gegenseitig auf 
(Schramm et al., 2015). Die erhoffte gegenüber dem Wildtyp erhöhte Biomasseproduktivität konnte 
somit nicht nachgewiesen werden. Zudem machte die verringerte Wachstumsrate der Mutanten unter 
nicht-sättigenden Lichtbedingungen den Reaktor anfälliger für Kontaminationen (de Mooij et al., 2014; 
de Mooij et al., 2016).  
Außerdem zog die Verkleinerung der Antenne eine erhöhte Empfindlichkeit gegen höhere Licht-
stärken mit sich, besonders, wenn dieser Lichtstärkenwechsel abrupt stattfand (de Mooij et al., 2014). 
Die Mutanten zeigten hierbei ein höheres Maß an Lichtschäden, verglichen mit dem Wildtyp. Vermut-
lich gingen mit der Pigmentreduktion zugleich auch wichtige Regulationsmechanismen zur Energiedis-
sipation verloren, z.B. durch den Verlust pigmentbindender Untereinheiten, die eine Rolle spielen beim 
Schutzmechanismus der state transitions oder der Wärmedissipation über die Antenne. Der Wildtyp, bei 
welchem die Antenne nicht beeinträchtigt ist, zeigte dagegen trotz seines insgesamt höheren Absorpti-
onsquerschnitts zugleich auch eine erhöhte Resistenz gegen die hohen Lichtstärken.  
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Die verminderte Fitness der Mutantenzellen kann weiterhin auf unerwünschte Defekte durch die 
Methoden des genetic engineering zurückzuführen sein. Besonders, wenn Mutationen ungerichtet er-
zeugt werden, wie es beim Bestrahlen mit UV-Licht oder bei der Erzeugung einer Insertionsmutation 
der Fall ist, können neben dem Zielgen auch weitere Gene von Defekten betroffen sein (vgl. hierzu auch 
4.6.1).  
Das Beispiel der Antennenmutanten zeigt, dass gezielte Veränderungen an speziellen Genen nicht 
immer zum gewünschten Erfolg führen. Dies gilt insbesondere für hochkomplexe Prozesse, die von 
vielen verschiedenen Genen reguliert werden, deren Wirkweise fein aufeinander abgestimmt ist. Um 
z.B. die Biomasseproduktivität mittels genetic engineering zu erhöhen, müssen eine Vielzahl an en-
zymatischen Umwandlungsprozessen zugleich optimiert werden, was entsprechend schwer zu realisie-
ren wäre. Zwar können z.B. gewisse Antennenmutanten unter definierten Umweltbedingungen Vorteile 
aufweisen (de Mooij et al., 2016). Allerdings hat sich gezeigt, dass bei wechselnden Umweltbedingun-
gen, wie z.B. den natürlichen Schwankungen in der Lichtintensität unter Freilandbedingungen, der 
Wildtyp mit seinem umfangreichen genetischen Akklimatisierungspotential gegenüber speziellen Mu-
tanten überlegen ist. Zur Erzeugung robuster, produktiver Stämme in der Biotechnologie kann die kon-
ventionelle Züchtung daher eine gute Strategie zur Merkmalsverbesserung sein, da sie zum einen die 
gleichzeitige Vererbung von komplexen vorteilhaften Merkmalskombinationen erlaubt, die sich syner-
gistisch ergänzen, und zum anderen das wildtypische Akklimatisierungspotential bewahrt.  
Das Vorhaben, die cia5-Mutation und die GYD-Mutation in einem Stamm zu vereinen, hätte auch 
durch eine einmalige Kreuzung der Ausgangsmutanten Jonikas GYD mt− und CC-2702 cia5 mt+ reali-
siert werden können. Da beide Stämme einen entgegengesetzten Paarungstyp aufweisen, wäre eine 
Kreuzung theoretisch möglich. Allerdings lagen im Screening die Photosynthesekapazitäten beider 
Stämme 40 % unter jenen der wildtypischen Elternstämme 11-32b und CC-410. Zugleich war die Gly-
kolatbildungsrate im Vergleich zu den Wildtypen bei Jonikas GYD um 30 %, bei CC-2702 cia5 sogar 
um 60 % reduziert. Die Produktionsleistung der Wildtypen zeigte das physiologische Potential auf, das 
der zu erzeugende Hochleistungsstamm erreichen oder überbieten sollte. Betrachtet man jedoch die un-
terlegene Physiologie der ursprünglichen Mutanten, wird schnell klar, dass nicht damit zu rechnen ist, 
durch eine Kreuzung untereinander einen Hochleistungsstamm zu erzeugen, der mit den Wildtypen ver-
gleichbare Produktionsleistungen erreicht. Wie sinnvoll eine vorherige Kreuzung der Mutanten mit ei-
nem leistungsfähigen Wildtyp ist, wird ersichtlich, wenn man die Steigerung in der Produktivität zwi-
schen den Mutanten erster und jenen der zweiten Generation vergleicht. Die beiden letztendlich ver-
wendeten Mutanten K14 und M5 zeigten sowohl in den Wachstumsraten als auch in ihren maximalen 
Photosyntheseraten (Pmax) signifikante Verbesserungen gegenüber ihren Mutanten-Elternteilen. Bei M5 






Tab. 4.2: Physiologische Parameter verschiedener Mutanten erster und zweiter Generation im Vergleich. 
Durch das Einkreuzen wildtypischer Gene zeigten die Mutanten zweiter Generation (K14, M5) in den meisten 
Fällen eine signifikante Verbesserung gegenüber ihren Eltern (Jonikas GYD bzw. CC-2702 cia5). Die Steigerung 
der Parameter wurde mit ANOVA überprüft (one-way analysis of variance; ANOVA) mit *: p<0,05; **: p<0,01 





[µmol O2 (mg Chl a)-1 h-1] 
Glykolat 
[µmol (mg Chl a)-1  h-1] 
Jonikas GYD 1,32 196 21,3 
K14 1,23 290,2 27,6 
    Steigerung [%] -6,8 48,1 29,6 
    Signifikanz * *** ns 
    
2702 cia5 0,87 196,5 11,7 
M5 1,34 322,1 23,4 
    Steigerung [%] 54,0 63,9 100 
    Signifikanz *** *** ** 
 
Nach Wissen der Autorin zeigt diese Arbeit erstmalig, dass die Weitergabe komplexer physiologi-
scher Charakteristika durch gezielte Kreuzungsversuche auch bei Chlamydomonas reinhardtii möglich 
ist. Die sexuelle Weitergabe der Gene erlaubt dabei das rasche Entstehen neuer Merkmalskombinatio-
nen, erhöht die genetische Diversität der Population und erzeugt somit Nachkommen mit vielfältigen 
genetischen Potentialen. In der Natur erlaubt die Fähigkeit zur sexuellen Reproduktion eine besonders 
rasche Anpassung an wechselnde Umweltbedingungen. In der Praxis wurde dieser Umstand bereits aus-
genutzt, um durch das Einschalten sexueller Reproduktionszyklen die rasche genetische Adaption an 
eine Umweltbedingung (z.B. hohe Salzkonzentrationen) auszulösen und somit neue Stämme mit beson-
deren Vorteilen für die Biotechnologie zu entwickeln (Takouridis et al., 2014). Nicht immer jedoch kann 
die Ausprägung eines biotechnologisch interessanten Merkmals auf so einfache Weise über die Um-
weltbedingungen selektiert werden. Glykolat hat z.B. für das Überleben der Zelle keinen direkten Nut-
zen, so dass eine Steigerung der Glykolatproduktion mittels gesteuerter ALE wohl schwer zu erreichen 
wäre. Hier kann jedoch auf ein entsprechendes Screening und eine manuelle Selektion zurückgegriffen 
werden, wie es in der vorliegenden Arbeit erfolgreich demonstriert werden konnte. 
Die meisten der heute industriell verwendeten domestizierten Nutzpflanzen, die hohe Erträge abwer-
fen, sind im Laufe der Menschheitsgeschichte durch konventionelle Züchtung und fortwährende Ver-
besserung entstanden. Für Grünalgen wurde dieses Potential bisher kaum angetastet, da für die aller-
meisten Spezies keine verlässlichen Protokolle existieren, um die sexuelle Fortpflanzung zu induzieren. 
Chlamydomonas ist hierbei eine gut untersuchte Ausnahme. Für diese Alge kann die systematische 
Zucht ein Werkzeug sein, auf rasche und effiziente Weise erwünschte Merkmale zu verbessern und 




4.6  Herausforderungen in der Kreuzung ausgewählter Stämme 
4.6.1 Gendefekte als Nebenwirkungen der erzeugten Mutationen 
Nicht immer konnte für die Kreuzung jener Stamm eingesetzt werden, der im Screening die höchste 
physiologische Leistungsfähigkeit aufwies. Beispielsweise zeigte CC-5011 unter den cia5-Mutanten die 
höchste Glykolatexkretionsrate, jedoch ließ sich dieser Stamm nur schwer mit dem entsprechenden 
Wildtyp paaren. Die Paarungsfähigkeit war allerdings eine entscheidende Bedingung für die Kreuzung 
und bei vielen Mutanten beeinträchtigt. Das kann zum einen auf ein generelles Defizit in der physiolo-
gischen Leistungsfähigkeit zurückzuführen sein. Stickstoffmangel, wie er zur Anregung der Gametoge-
nese bei Chlamydomonas eingesetzt wird, erzeugt für die Zellen eine Stresssituation. Dies hat eine ver-
stärkte Synthese von Speicherstoffen wie Lipiden und Stärke zur Folge, die dann unter günstigen Be-
dingungen erneut in Wachstum investiert werden können (Siaut et al., 2011). Weiterhin kommt es zu 
einer deutlichen Abnahme im Chlorophyllgehalt. Außerdem geht der Proteingehalt der Zelle stark zu-
rück, die ribosomalen Proteinsynthesekomplexe werden abgebaut und es kommt zur Reduktion einiger 
wichtiger Schlüsselenzyme für die CO2-Assimilation, unter anderem Rubisco (Msanne et al., 2012). 
Damit verbunden ist eine Abnahme in der photosynthetischen Leistung der Zelle. Es ist durchaus vor-
stellbar, dass Mutanten, die ohnehin unter permanenten Beeinträchtigungen zu leiden haben, ausgelöst 
durch ihre Defekte in wichtigen Stoffwechselgenen wie dem cia5- oder dem GYD-Gen, weniger gut mit 
zusätzlichem Stress umgehen können als ihre wildtypischen Verwandten.  
Zudem können in den Mutanten u.U. auch Defekte vorliegen, die direkt Gene für die Gametogenese 
und Paarung betreffen. Für die Herstellung der cia5-Mutante CC-5011 mt− wurde CC-4427 cia5 mt+ 
mit CC-124 mt− gekreuzt. CC-4427 wiederum entstand durch UV-Bestrahlung eines Wildtyps und 
wurde in einem anschließenden Screening auf acetatfreien Platten als HCR-Mutante identifiziert 
(Moroney et al.,1989). Da UV-Licht ungerichtete Mutationen im Genom hervorruft, können außer im 
cia5-Gen noch in weiteren Genen Defekte entstanden sein, die sich an CC-5011 vererbten. Obwohl 
beide Elternstämme von CC-5011 sich nachweisbar miteinander paaren ließen, ist es vorstellbar, dass 
bei CC-5011 Gendefekte vorliegen, die die Paarung behindern oder erschweren. Dies würde die in dieser 
Arbeit ermittelte niedrige Paarungseffizienz zwischen CC-5011 x Wildtyp erklären (~ 2 %). Die Erzeu-
gung von Nachkommen aus dieser Kreuzungskombination ist demnach zwar möglich, aber da das er-
wünschte Kreuzungsprodukt eine Vielzahl an Merkmalen in sich vereinen sollte, müsste statistisch ge-
sehen eine hohe Anzahl an Nachkommen betrachtet werden, um einen Kandidaten zu finden, der all 
diese Merkmale aufweist. Zudem geht eine hohe Nachkommenschaft mit einer größeren Auswahl an 
genetisch unterschiedlichen Individuen einher, die durch ihre variierende Physiologie vielfältige bio-
technologische Potentiale bieten können. Die Erzeugung einer so hohen Nachkommenschaft wäre bei 
Mutanten mit geringer Paarungseffizienz zwar möglich, jedoch recht zeit- und arbeitsintensiv. 
Somit wurde die cia5-Mutante CC-2702 bevorzugt. Diese Mutante wies gegenüber CC-5011 
schlechtere physiologische Parameter auf, allerdings entstanden in zweiter Generation Nachkommen, 
 
99 
die die positive Physiologie des Wildtypen geerbt hatten. Hieraus wird ersichtlich, dass eine gute Paa-
rungsbereitschaft ein unabdingbares Kriterium bei der Herstellung neuer Mutanten durch Zucht ist. Un-
ter Umständen kann es sinnvoll sein, bei der Auswahl der Kreuzungspartner zugunsten der Paarungsef-
fizienz auf bestimmte physiologische Kriterien zu verzichten. 
Die Zugabe von cAMP konnte im Versuch die Paarungseffizienz von CC-5011 x 11-32b nicht sig-
nifikant steigern. CAMP wird als sekundärer Botenstoff während des Paarungsvorganges ausgeschüttet. 
Als Folge werden verstärkt Agglutinine an die Geißeloberfläche rekrutiert. Dadurch erhöht sich die fla-
gellare Bindung der Zelle an ihren Paarungspartner, die eine Grundvoraussetzung ist für eine erfolgrei-
che Fusion beider Zellen. Unter der Annahme, dass CC-5011 einen Gendefekt besitzt, der direkte nega-
tive Auswirkungen auf die Paarungseffizienz dieser Mutante hat, zeigt der cAMP-Versuch, dass der 
Defekt wohl nicht in einer mangelnden flagellaren Bindungsfähigkeit zu suchen ist. 
Auch die Paarungsversuche mit der GYD-Mutante CC-4160 HCR89 und dem Wildtyp zeigten nur 
wenig Erfolg. Der Herstellung dieser Mutante lag die Arginin-Mangelmutante CC-425 zugrunde. Dieser 
Stamm wurde mit dem Plasmid pARG7.8 transformiert, welches das Strukturgen (Arg7) für die Argini-
nosuccinatlyase enthielt. Die Transformante HCR89 wurde in einem Screening als „high CO2 requiring“ 
(HCR)-Phänotyp identifiziert (Van et al., 2001). Sie zeigte im Vergleich zum Wildtyp ein vermindertes 
Wachstum auf acetatfreiem Medium, was durch die in dieser Arbeit gesammelten Daten bestätigt wurde. 
Später konnte genetisch nachgewiesen werden, dass es sich bei HCR89 tatsächlich um eine Insertions-
mutante handelt, bei welcher Teile des eingeführten Plasmids in das Gen für die Glykolatdehydrogenase 
inserierten (Nakamura et al., 2005).  
Bei einer Insertion, welche lediglich das GYD-Gen betrifft, kann davon ausgegangen werden, dass 
die GYD-Mutante prinzipiell kreuzungsfähig ist, ähnlich wie der Elternteil CC-425, der bereits von ei-
nigen Arbeitsgruppen erfolgreich in Kreuzungen eingesetzt wurde (z.B. Adair et al., 1983). Allerdings 
kann nicht ausgeschlossen werden, dass andere Bereiche des Genoms nicht ebenfalls von einer Insertion 
betroffen sind. Möglicherweise weist diese Mutante also einen Defekt in einem für die Ausbildung von 
Paarungsstrukturen notwendigen Gen auf. Tatsächlich liefert die Literatur bisher keine Hinweise auf 
erfolgreiche Kreuzungen mit CC-4160.  
 
4.6.2 Einfluss der Geißellänge 
Einer der Faktoren, der Einfluss auf die Paarungseffizienz hat, ist die Geißellänge der Gameten. Die 
Geißellänge war bei verschiedenen Stämmen unterschiedlich ausgeprägt. Zellen des Wildtyps 11-32b 
wiesen Flagellen mit einer Länge von 10-12 µm auf, was einem durchschnittlichen Wert entspricht (Fo-
rest, 1982; Berman et al., 2003). Bei Mutanten des Stammes CC-4160 allerdings wurden unter dem 
Lichtmikroskop Zellen mit Flagellen von einer Länge von nur 1,5 µm gefunden, also lediglich 1/7 so 
lang wie die des Wildtyps. Dadurch ist die Schwimmfähigkeit der Zellen beeinträchtigt. Bei mikrosko-
pischen Untersuchungen war sichtbar, dass sich die Gameten mit verkürzten Flagellen nicht oder kaum 
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bewegten, im Gegensatz zu denen der Wildtypen. Generell zeigen Zellen mit kürzeren Flagellen ver-
langsamte Schwimmbewegungen (Kuchka und Jarvik, 1987). Dadurch sinkt für sie die Wahrscheinlich-
keit, auf einen paarungsbereiten Partner zu treffen, und als Folge weisen wenig mobile Stämme eine 
verringerte Paarungseffizienz auf. Allerdings ist auch für solche Stämme eine Kreuzung theoretisch 
möglich, auch wenn die Paarung langsamer und mit geringerer Effizienz und Ausbeute abläuft (Stern 
und Jiang, 2009).  
Auch bei der gegenseitigen Erkennung der mt+- und mt−-Gameten und der darauffolgenden Ver-
schmelzung spielt die Interaktion der Flagellen eine entscheidende Rolle. Im ersten Schritt des Paa-
rungsvorgangs ermöglichen Agglutinine auf der Oberfläche der Geißelmembran die gegenseitige Iden-
tifikation der Paarungstypen. Dies führt zu einer zunächst losen Anheftung, die noch leicht durch Au-
ßeneinflüsse, z.B. mechanische Einwirkung, aufgelöst werden kann. Anschließend kommt es zur feste-
ren Anheftung, die zuerst nur an den Spitzen stattfindet, das sogenannte „tipping“, wobei es über die 
Geißeln zu einer Signaltransmission zwischen beiden Zellen kommt, die eine zellinterne Signalkaskade 
in Gang setzt. Am apikalen Ende der Zelle werden Kreuzungsstrukturen ausgebildet, es kommt zur 
Ausschüttung von Autolysin, was zum Abbau der Zellmembran und einer anschließenden Verschmel-
zung der Protoplasten führt.  
Forest konnte 1982 in Experimenten mit Mutanten mit Flagellen variabler Länge nachweisen, dass 
die sexuelle Signaltransmission zwischen den gepaarten Zellen von ihrer Geißellänge abhängig ist. Die 
Mindestlänge der Flagellen für eine erfolgreiche Signaltransduktion betrug nach Versuchen der Autorin 
1,5 µm. In diesen Fällen konnte eine aktivierte Kreuzungsstruktur am apikalen Ende der Zelle nachge-
wiesen werden. Bei Zellen mit Flagellen unter 1,5 µm Länge war der Nachweis nicht möglich, so dass 
man davon ausgehen kann, dass diese Zellen nicht zur Adhäsion an Gameten des anderen Kreuzungstyps 
befähigt sind. Dies könnte einerseits auf einen Mangel an benötigten Membrankomponenten zurückzu-
führen sein, d.h. die verfügbare Membranfläche um die verkürzten Axoneme reicht möglicherweise 
nicht aus, um genügend Moleküle für die Signaltransduktion bereitzustellen. Alternativ ist es auch mög-
lich, dass es während des Paarungsvorgangs zur sterischen Behinderung kommt, aufgrund der im Ver-
gleich zur Flagellenlänge größeren Zellkörper.  
Weiterhin kann beobachtet werden, dass Laborstämme, die über einen längeren Zeitraum nicht in 
Kreuzungen eingesetzt wurden, oft nur schwer zu paaren sind (Harris, 2009). Dies ist vermutlich darauf 
zurückzuführen, dass unter vegetativen Bedingungen gehaltene Zellen, die zudem in einem günstigen 
Lebensraum keinerlei Selektionsdruck ausgesetzt sind, nicht auf Paarungsfähigkeit selektiert werden. 
Entsprechende Mutationen, die die Paarungsfähigkeit beeinflussen, überdauern also.  
 
4.6.3 Ausbeute an Kreuzungsprodukten 
Sind geeignete Kreuzungsbedingungen erst etabliert und passende Kreuzungspartner gewählt, ist die 
Erzeugung von Nachkommen in der Regel routinemäßig und mit hoher Ausbeute möglich. Bei der Auf-
trennung der Tetraden konnte beobachtet werden, dass aus der Kreuzung von 11-32b x Jonikas GYD 
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bereits von Anfang an eine recht hohe Ausbeute (10 %) an neuen Kolonien gewonnen werden konnte. 
Im Vergleich dazu war die Ausbeute an neuen Kolonien aus der Kreuzung CC-410 x CC-2702 cia5 mit 
1 % eher gering. Das Missverhältnis zwischen den Ausbeuten beider Kreuzungen ließ sich nicht auf 
mangelnde Übung beim Umsetzen der Tetraden zurückführen, da es über den gesamten Versuchszeit-
raum von mehreren Monaten bestehen blieb. Stattdessen fiel schon während des Umsetzvorgangs auf, 
dass die Kreuzungsprodukte beider Elternpaare Unterschiede in der Größe und in der Robustheit gegen-
über Druck- und Scherstress durch den Glasstab aufwiesen. Die Kreuzungsprodukte aus 11-32b x Joni-
kas GYD erschienen unter dem Mikroskop größer und sie ließen sich leichter ohne Verluste umsetzen. 
Demgegenüber wirkten die kleineren Tetradenzellen aus CC-410 x CC-2702 cia5 weniger robust und 
wurden beim Umsetzen schnell zerdrückt oder beschädigt.  
Aus der Kreuzung von 11-32b und Jonikas GYD entstand u.a. die leistungsfähige Mutante K14 
GYD, die im zweiten Kreuzungsschritt eingesetzt wurde. Die positiven Eigenschaften der K14-Tetraden 
vererbten sich an die nächste Generation, was daran ersichtlich wird, dass die Ausbeute aus K14 GYD 
x M5 cia5 gesteigert war gegenüber der Kreuzung CC-410 x CC-2702 cia5. Die Ausbeute betrug hier 
20 %. Die Tochterzellen aus K14 GYD x M5 cia5 glichen in ihrer äußeren Erscheinung eher jenen aus 
11-32b x Jonikas GYD: Sie wirkten vitaler, größer und weniger empfindlich. Dies kann als weiteres 
Beispiel für die erfolgreiche Vererbung komplexer Eigenschaften an eine Nachfolgegeneration betrach-
tet werden. 
   
4.7 Unterschiede in der Glykolatexkretion der Doppelmutanten mit und ohne 
EZA-Zugabe 
Bisher ging man davon aus, dass die Glykolatexkretion der Zelle natürlicherweise hauptsächlich 
von der Aktivität der Glykolatdehydrogenase und der CCMs beeinflusst wird. Dabei gilt das cia5- oder 
ccm1-Gen als „master regulator“ der CCMs (Fukuzawa et al., 2001; Xiang et al., 2001). Es wird bei 
niedrigen CO2-Konzentrationen aktiviert und codiert für ein Protein mit zwei Zink-Finger-Domänen in 
seiner N-terminalen Region. Die in der Arbeit verwendete cia5-Mutante weist eine Punktmutation in 
einer der beiden Domänen aus, die dessen funktionelle Ausbildung verhindert und letztendlich den 
HCR-Phänotyp der Zelle zur Folge hat (Xiang et al., 2001). All diese Forschungsergebnisse legen nahe, 
dass es sich bei cia5 um einen wichtigen Transkriptionsfaktor handelt, der die Expression einer Reihe 
von Genen reguliert, um den CO2-Gehalt in der Umgebung der Rubisco kontrollieren zu können. Dazu 
gehören Gene für die Expression von Carboanhydrasen und CO2-Transporter. Auch die Genaktivität der 
Glykolatdehydrogenase wird über cia5 gesteuert. In Anbetracht der zentralen Rolle, die dieser Tran-
skriptionsfaktor bei der Regulation des zellinternen CI-Gehalts spielt, ist es nicht verwunderlich, dass 
eine cia5-Mutante unter atmosphärischem CO2-Gehalt (0,04 %) nicht lebensfähig ist.   
Durch die Zugabe von EZA lassen sich die kohlenstoffkonzentrierenden Mechanismen phänoty-
pisch ausschalten. Eine Hypothese war, dass die Kombination aus defekter GYD und defektem cia5-
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Gen innerhalb einer Zelle die Gabe von EZA während der Glykolatbildungsphase weitestgehend über-
flüssig machen könnte. Für die Doppelmutanten, in der GYD und cia5 deaktiviert sind, würde man also 
vergleichbare Glykolatbildungsraten erwarten, unabhängig davon, ob EZA zugesetzt wird oder nicht.  
Wider Erwarten zeigten jedoch alle Doppelmutanten ohne EZA-Zugabe signifikant niedrigere Gly-
kolatexkretionsraten als unter Zugabe des Hemmstoffs. Dies betraf sowohl 1) die Raten der Kurzzeit-
versuche (6 h) als auch 2) Langzeitversuche über mehrere Tage, in denen die Zellen sich an die verän-
derten Gasverhältnisse unter photorespiratorischen Bedingungen gewöhnen konnten. In den Kurzzeit-
versuchen war keine nennenswerte Menge an Glykolat nachweisbar. In den Langzeitversuchen konnte 
nur D6 30 % der Glykolatproduktionsleistung erreichen, die sie unter EZA-Zugabe leistete.  
Für die offensichtliche Diskrepanz der von den Doppelmutanten erreichten Raten zwischen An- 
und Abwesenheit von EZA sind verschiedene Erklärungsansätze denkbar. Ein naheliegender Gedanke 
wäre zunächst, dass in diesen Stämmen keine phänotypisch wirksame Doppelmutation vorliegt oder die 
Nachweismethoden ungenaue Ergebnisse lieferten. In Abwesenheit von EZA wären somit die CCMs 
noch teilweise aktiv und könnten die erwartete Glykolatproduktion unterdrücken. Als zweite Erklärung 
ist vorstellbar, dass selbst bei effektivem Vorliegen einer Doppelmutation, sprich bei vollständig ausge-
schalteten CCMs, noch weitere sekundäre Mechanismen in der Zelle existieren, die die Kohlenstoffak-
kumulation beeinflussen. Drittens kann nicht ausgeschlossen werden, dass EZA neben seiner CCM-
hemmenden Eigenschaft noch auf andere Weise auf den Stoffwechsel der Zelle einwirkt und die Gly-
kolatexkretion positiv beeinflusst. 
 
4.7.1 Der Nachweis der Doppelmutation 
Der Nachweis der defekten GYD war für die Doppelmutanten auf genetischer Ebene über eine PCR 
möglich. Die Aussagekraft dieser Ergebnisse wird nochmals bestärkt durch die Tatsache, dass der PCR-
Nachweis schon bei der ursprünglichen Mutante Jonikas GYD positive Resultate zeigte und an den 
beiden getesteten Wildtypen eindeutig negativ ausfiel. Die genetische Deaktivierung der GYD in den 
Doppelmutanten kann also als gesichert angenommen werden. Zwar konnte auf physiologischer Ebene 
die Inaktivität der Glykolatdehydrogenase bei den Doppelmutanten nicht kontrolliert werden. Dass die 
Mutation sich auch physiologisch auswirkt, zeigt sich aber zumindest bei den Mutanten erster Genera-
tion (z.B. K14) recht deutlich, da hier die Exkretionsraten unter EZA höher lagen als bei den cia5-Mu-
tanten unter gleichen Bedingungen. 
Im Fall des defekten cia5-Gens war ein genetischer Nachweis nicht möglich, da bei der vorliegen-
den Mutation im Vergleich zum Wildtyp nur eine einzige Base verändert ist. Mittels konventioneller 
PCR kann eine solche Einzelnukleotid-Mutation nicht nachgewiesen werden (Matsuda, 2017). Dennoch 
konnte für die Doppelmutanten eindeutig der HCR-Phänotyp festgestellt werden, da ihnen ein Wachs-
tum auf Agarplatten ohne die Zugabe von organischem Kohlenstoff unmöglich war. Dieser Nachweis 
ist ein in der Literatur bereits lange und regelmäßig verwendeter Standardtest bei der Isolierung von 
HCR-Mutanten (Moroney et al., 1989; Van et al., 2001; Nakamura et al., 2005). Zudem zeigten auch 
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die Kinetiken der Glykolatexkretion ohne EZA-Zugabe, dass im beobachteten Messzeitraum keine Re-
aktion auf den veränderten CO2-Anteil, d.h. keine zeitversetzte Aktivierung der CCMs, eintrat. Das 
spricht dafür, dass auch die cia5-Mutation in den Doppelmutanten tatsächlich vorliegt. 
Zusammengenommen bestätigen diese Ergebnisse eindeutig das Vorliegen einer Doppelmutation, 
die sich auch auf physiologischer Ebene auswirkt. Dass die Doppelmutanten dennoch niedrige Glyko-
latexkretionsraten zeigten, muss also auf andere Faktoren zurückzuführen sein. 
 
4.7.2 Weitere Mechanismen der zellulären Kohlenstoffakkumulation 
Die Hemmung der Glykolatexkretion ist ein Hinweis darauf, dass auch in Stämmen mit einer cia5-
Mutation die Carboxylasefunktion der Rubisco gegenüber ihrer Oxygenasefunktion gefördert wird. Dies 
zeigt sich besonders bei den Mutanten D4 und D5, bei denen ohne EZA-Zugabe fast keine Glykolatex-
kretion nachweisbar war, sowie bei der Mutante D6 während der Kurzzeitmessung in den ersten sechs 
Stunden. In allen Fällen schien die Oxygenasefunktion der Rubisco annähernd vollständig unterdrückt. 
Das gleiche unerwartete Verhalten zeigte sich bereits bei der ursprünglichen cia5-Mutante CC-2702 
sowie bei den neuen cia5-Mutanten der zweiten Generation. Auch diese zeigten, trotz eindeutigem 
Nachweis der ausgeschalteten CCMs, eine niedrigere Glykolatexkretion unter Sauerstoffbegasung. 
Demnach müssen diese Mutanten, auch ohne aktive CCMs, bei einem Gehalt von 0,08 % CO2 zu 
einer quantitativen zellinternen Anreicherung von Ci befähigt sein. Die Glykolatexkretionsraten waren 
allerdings bereits zu Experimentbeginn sehr niedrig, wohingegen sich in Stämmen mit aktiven CCMs 
(Wildtyp, GYD-Mutanten) die Ci-Anreicherung erst nach etwa 4 h in einer sich verringernden Glykola-
texkretion bemerkbar machte. Die ersten mRNA-Produkte (messenger RNA, messenger-Ribonuklein-
säure) von CCM-bezogenen Genen lassen sich bereits nach 30 min nach Absenkung des O2/CO2-Ver-
hältnisses nachweisen (Brueggeman et al., 2012), die physiologischen Auswirkungen, messbar im Gly-
kolatgehalt, treten jedoch erst zeitversetzt auf. Letzteres konnte in dieser Arbeit nach etwa 4 h beobachtet 
werden (ebenso beobachtet von Günther et al., 2012). Da bei den cia5-Mutanten jedoch keine zeitver-
zögerte Reaktion eintrat, sondern die Produktionsraten bereits zu Versuchsbeginn niedrig waren, liegt 
es nahe, hinter dem angenommenen erhöhten Ci-Gehalt einen konstitutiv aktiven Mechanismus zu ver-
muten. Doch auf welchen Mechanismus könnte diese Erhöhung des Ci-Gehalts in den cia5-Mutanten 
zurückzuführen sein? 
In einer vergleichenden Transkriptomanalyse von Wildtyp und cia5-Mutante konnten mehrere 
Cluster aus Genen ausgemacht werden, welche, unabhängig vom getesteten Stamm, auf variierende 
CO2-Konzentration zu reagieren schienen (Fang et al., 2012). Insgesamt wird die Expression von 4 % 
aller Gene in Chlamydomonas über den CO2-Gehalt reguliert, unbeeinflusst von einer eventuellen cia5-
Aktivität. Die Funktion dieser Gene fällt hauptsächlich in den Bereich der Genregulation und des kata-
bolen Stoffwechsels – letzteres passt mit der Beobachtung zusammen, dass niedrige CO2-Konzentrati-
onen einen „Hungerstoffwechsel“ in Chlamydomonas aktivieren, bei welchem es zum Abbau bereits 
existierender Moleküle kommt. Interessanterweise konnte für viele Gene, bei welchen die Aktivierung 
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über cia5 bereits aus Vorstudien als gesichert gilt, nachgewiesen werden, dass ihre Expression zusätzlich 
auch über den CO2-Gehalt reguliert wird. Dazu gehören Carboanhydrasen wie CAH1, CAH3, CAH4, 
CAH5 und CAH6. CAH1 gehört zu den α-CAs und kommt in der periplasmatischen Membran der Zell-
wand vor. CAH3 dagegen ist im Thylakoidlumen verortet. CAH6 gehört zu den β-CAs und wird im 
Stroma des Chloroplasten konstitutiv exprimiert, die Konzentration dieser CA wird jedoch bei niedri-
gem CO2-Gehalt hochreguliert. Auch andere Ci-Transportproteine wie CCP1, HLA3 und LCI1 reagieren 
auf den CO2-Gehalt. Vermutlich kann Chlamydomonas selbst bei Ausfall eines oder ggf. mehrerer dieser 
Transportsysteme einen Kohlenstoffmangel innerhalb eines gewissen Rahmens kompensieren, indem 
andere Mechanismen verstärkt aktiviert werden. So sind RNAi-Stämme mit einer CCP1/CCP2-Muta-
tion zwar nicht in der Lage, auf acetatfreiem Medium längerfristig bei atmosphärischem CO2-Gehalt zu 
wachsen, ähnlich wie die cia5-Mutante. Ihre Photosyntheseleistung in Flüssigkultur war von der Muta-
tion jedoch nicht beeinflusst, was dafür spricht, dass der intrazelluläre Kohlenstoffgehalt über andere 
Mechanismen aufrechterhalten werden kann (Pollock et al., 2004). Von Cyanobakterien ist bereits be-
kannt, dass sie mehrere distinkte Ci-Akkumulationssysteme besitzen und ihre Kohlenstoffaufnahme bei 
Ausfall eines der Systeme über die anderen kompensieren können. Eins dieser Transportsysteme ist 
dabei konstitutiv aktiv (Shibata et al., 2002). 
Die Hypothese, dass neben der Steuerung über cia5 noch weitere Regulierungsmechanismen vor-
liegen, wird auch durch die Tatsache unterstützt, dass die Expression der durch cia5 regulierten Gene 
zwar miteinander korreliert, die Expressionsmuster aber situationsbedingt unterschiedlich ausgeprägt 
sein können (Villarejo et al., 1996; Villarejo et al., 1997). Beispielsweise wird CAH1 auch in Dunkelheit 
exprimiert, die Expression von CAH4/CAH5 und den vermeintlichen chloroplastidären Bicar-
bonattransportern CCP1 (Lip-36) / CCP2 (Lip-36) ist jedoch lichtabhängig.  Dies verdeutlicht das kom-
plexe Zusammenspiel der verschiedenen Stoffwechselwege und zeigt, dass neben dem reinen cia5-Ge-
halt noch weitere Faktoren die Expression CO2-abhängiger Proteine beeinflussen. 
Bicarbonattransporter wie CCP1 / CCP2 sind auch für eine effiziente Glykolatproduktion dahinge-
hend von entscheidender Bedeutung, da ohne eine kontinuierliche Kohlenstoffaufnahme nach einiger 
Zeit keine Glykolatbildung mehr möglich ist. Neben den CCP-Proteinen existieren noch weitere Prote-
ine, die als konstitutiv aktive Bicarbonattransporter in Frage kommen. So gibt es eine Gruppe an NAR-
Proteinen, welche nicht durch cia5 reguliert werden (Jungnick et al., 2014). Die NAR-Proteine zeigen 
strukturelle Ähnlichkeiten zur Familie der Format-/Nitrattransporter. Angesichts der Struktur ihrer N-
terminalen Domäne werden sie vermutlich in verschiedene Membranen eingelagert. NAR1.2 wird auch 
LCIA genannt und ist ein Bicarbonat-Transporter in der Chloroplastenmembran, welcher als einziger 
der in der Studie aufgeführten NAR-Proteine durch cia5 reguliert wird. Die restlichen NAR-Proteine 
scheinen nicht durch cia5 kontrolliert zu werden und konstitutiv exprimiert zu werden. Ihre Verortung 
in der Zelle sowie ihre genaue Funktion ist unbekannt. Möglicherweise übernehmen sie als Bicarbonat-
Transporter eine ähnliche Rolle wie NAR1.2. 
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Es ist also denkbar, dass, obwohl das cia5-Gen in den cia5-Mutanten und Doppelmutanten inaktiv 
ist, zumindest ein Teil der entsprechenden CCM-Gene durch den veränderten O2-/CO2-Gehalt verstärkt 
aktiviert wird. Diese Regulation reicht möglicherweise aus, um den CO2-Gehalt im Umfeld der Rubisco 
soweit zu erhöhen, dass die Oxygenasefunktion und damit die Glykolatexkretion unterdrückt wird. Je-
doch scheint die Zelle trotzdem unfähig zu sein, längere Zeit untere niedrigen CO2-Konzentrationen 
überleben zu können.  
Hierbei wäre natürlich interessant, welche Transporter im Speziellen im Falle in den Doppelmu-
tanten die Kohlenstoffakkumulation vermitteln. Da die zugehörigen Gensequenzen für die oben erwähn-
ten vermeintlichen Transporter bekannt sind, kann das Expressionsmuster ihrer mRNAs als Reaktion 
auf einen herabgesetzten CO2-Gehalt zeitlich verfolgt werden (ähnlich Brueggeman et al., 2012). Hier-
bei sollte sich feststellen lassen, ob und in welchem Ausmaß die Expression dieser Gene mit dem CO2-
Gehalt korreliert und ob die Transporter lediglich konstitutiv exprimiert werden oder unter CO2-Mangel 
verstärkt rekrutiert werden. Die Ergebnisse solcher Untersuchungen wären nicht nur aus biotechnologi-
scher Sicht zur Optimierung des Glykolatstoffwechsels hilfreich, sondern könnten auch zur Aufklärung 
des CI-Anreicherungsmechanismus in Chlamydomonas beitragen. 
 
4.7.3 Der Einfluss von EZA 
4.7.3.1  Die Wirkung von EZA auf den bakteriellen Stoffwechsel 
EZA hemmt phänotypisch die CCMs und muss beim Wildtyp zugesetzt werden, um die Glykolat-
produktionsrate über längere Zeit aufrecht zu erhalten. Allerdings kann noch nicht genau gesagt werden, 
ob der im späteren Konzept mit dem Algenreaktor verbundene Bakterienreaktor nicht negativ auf die 
EZA-Konzentrationen reagiert. Als Sulfonamid wirkt EZA auch auf bakterielle Carboanhydrasen. Zu-
dem wirkt es als kompetitiver Inhibitor auf wichtige Schlüsselenzyme in der Folsäuresynthese (Roland 
et al., 1979; Bermingham und Derrick, 2002) und unterbindet damit den Aufbau von Nukleinsäuren und 
demzufolge die DNA-Neusynthese. Das Wachstum und die Aktivität der Bakterienkulturen wird deut-
lich gehemmt. Da die zuständigen Enzyme nur in Bakterien vorliegen, sind Eukaryoten wie Chlamy-
domonas von dieser Wirkung nicht betroffen. Aus diesem Grund finden Sulfonamide wie EZA in der 
Humanmedizin bereits seit langem als bakteriostatischer Wirkstoff Anwendung bei der Bekämpfung 
von Infektionen (Supuran, 2011; Supuran und Capasso, 2017). Vorstellbar ist also durchaus, dass nicht 
alle Bakterienarten das aus dem Algenreaktor gefilterte Medium vertragen. Besonders bei einer ange-
dachten Co-Kultivierung von Algen und Bakterien im gleichen Reaktor würde sich der negative Effekt 
des zugesetzten EZAs deutlich manifestieren. 
In diesem Fall kann mit EZA-resistenten Bakterien gearbeitet werden. Resistenzen entstehen in 
Bakterienkulturen unter dem hohen Selektionsdruck in der Anwesenheit von Antibiotika oft spontan 
und ihre Erzeugung kann über die Methode des ALE angeregt werden, indem die Kultur steigenden 
EZA-Konzentrationen ausgesetzt wird und somit auf eine entsprechende Resistenz hin selektiert wird 
(Miller, 1944). Für den Fall, dass der bakterielle Stoffwechsel auf genetischer Ebene auf die effiziente 
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Umwandlung von Glykolat hin optimiert wird, können Gene, die eine EZA-Resistenz vermitteln, auch 
als Selektionsmarker eingesetzt werden, um erfolgreiche Transformanten auszuwählen.  
Dennoch wäre es für spätere großtechnische Anwendungen hinsichtlich Kosten und Praktikabilität 
vorteilhaft, wenn eine Chlamydomonas-Mutante zur Verfügung steht, mit der hohe Glykolatprodukti-
onsraten auch ohne den Hemmstoff erreicht werden können. Es ist also durchaus lohnend, den Ansatz 
eines EZA-freien Reaktors weiter zu verfolgen. 
 
4.7.3.2  Hemmung der Carboanhydrasen 
Der genaue Wirkungsmechanismus, durch welchen EZA seinen hemmenden Einfluss auf die 
CCMs von Grünalgen, wie Chlamydomonas, ausübt, ist bislang nicht untersucht. Bekannt ist, dass EZA 
membranpermeabel ist und die intrazellulären CAs hemmt (Moroney et al., 1985). Der Inhibitor gehört 
zu den Sulfonamiden. Für die CAs aus Säugern wurde bereits herausgefunden, dass Sulfonamide als 
vierter Ligand an das Zinkatom im aktiven Zentrum der CA binden und es somit blockieren (Ekinci et 
al., 2013; Abb. 4.2). Vermutlich läuft die Hemmung in Chlamydomonas analog ab. Dieser Effekt ist 
durchaus reversibel (Price und Badger, 1989).  
                  
Abb. 4.2: Wirkmechanismus der EZA-Inhibition. A) Strukturformel von EZA. B) EZA greift am Zinkatom des 
aktiven Zentrums einer Carboanhydrase an (aus Ekinci et al., 2013). 
 
Zwar gibt es auch Hinweise darauf, dass EZA einen geringen Einfluss auf das Photosystem II hat 
und dieses hemmen kann (Price und Badger, 1989; Stemler, 1985). Allerdings senkte sich für 100 µM 
EZA die Aktivität des PSII nur um 6,5 % im Vergleich zum EZA-freien Kontrollansatz. Bei der in dieser 
Arbeit verwendeten Endkonzentration von 50 µM EZA in der Kultur sollte dieser Hemmeffekt auf das 
PSII daher nur gering sein und sich nicht messbar auf die Glykolatproduktionsraten auswirken. 
Die Doppelmutanten können womöglich unter niedrigem CO2-Gehalt weitere Mechanismen zur 
Kohlenstoffakkumulation aktivieren, unabhängig von der Deaktivierung des cia5-Gens (vgl. 4.7.2), und 
so die Glykolatexkretion unterdrücken. Da auch hierbei CAs eine Rolle spielen, hemmt die Zugabe von 
EZA die Kohlenstoffakkumulierung und fördert somit die Glykolatexkretion. Darüber hinaus ist aller-
dings denkbar, dass EZA neben seiner hemmenden Wirkung auf die CAs den Stoffwechsel der Zelle 
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noch in anderer Weise beeinflusst. Während bei der Erforschung des Kohlenstoffakkumulationsmecha-
nismus und der CCMs in Chlamydomonas in den letzten Jahren viele Fortschritte gemacht wurden, die 
bei der Optimierung der Glykolatbildung von Nutzen sein können, so ist bisher noch relativ wenig über 
den Exportmechanismus von Glykolat bekannt.  
 
4.7.3.3  Der Glykolattransport und -export in Chlamydomonas 
Glykolat (C2H4O3) ist ein recht kleines Molekül, es sollte mit einem pKS von 3,87 im sauren Thyl-
akoidlumen (pH = 5) allerdings zu 93 % ionisiert vorliegen. Daher kann ein passiver Transport über die 
Chloroplastenmembran hinweg nur vonstattengehen, solange ein hoher Konzentrationsunterschied zum 
Cytoplasma vorliegt. Ähnliches gilt für den Transport aus dem Cytoplasma (pH = 6,6) ins umgebende 
Medium. Für einen aktiven Transport spricht außerdem die ausbleibende toxische Wirkung während der 
Glykolatproduktion. In Wildtypen wie CC-410 reicherte sich im umgebenden Medium innerhalb von 
sechs Stunden Glykolat bis zu einer Konzentration von über 400 µM an. Bei solch hohen Konzentrati-
onen kann passive Diffusion als Hauptmechanismus ausgeschlossen werden. Ohne aktiven Auswärts-
transport würden sich derartige Glykolatkonzentrationen auch im Cytoplasma bzw. Chloroplasten an-
reichern und sich hemmend auf die Photosynthese auswirken, bis die Zelle über kurz oder lang zugrunde 
geht.    
Obwohl das Phänomen der Glykolatexkretion in Chlamydomonas seit über 30 Jahren bekannt ist, 
ist der spezifische Transport- und Exkretionsmechanismus bisher kaum erforscht. Bei einem der verant-
wortlichen Transporter handelt es sich um den Plastidal glycolate glycerate translocator 1 (PGGL1) 
(Pick et al., 2013), einem Antiporter in der Chloroplastenmembran, der den Glykolatexport und den 
Glyceratimport vermittelt. Dabei können neben dem direkten Austausch von Glykolat gegen Glycerat 
beide Substrate jeweils auch im Symport mit einem Proton über die Membran transportiert werden (Ho-
witz und McCarty, 1985). In Arabidopsis thaliana wurde zudem ein weiterer vermutlicher Glykolat-
Transporter in der Chloroplastenmembran identifiziert, BASS6 (South et al., 2017). Die BASS-Trans-
porterfamilie, die Bile acid/Sodium-Symporter, spielen in Chlamydomonas eine wichtige Rolle als Teil 
der CCMs beim Transport von Bicarbonat über die Chloroplastenmembran (Machingura et al., 2017). 
Auch für den Transport aus der Zelle heraus existieren spezifische Transportproteine in der Plasma-
membran (Wilson und Tolbert, 1991), die jedoch bis dato nicht identifiziert worden sind.  
Insgesamt kann angesichts der derzeitigen Datenlage nicht ausgeschlossen werden, dass EZA einen 
positiven Einfluss auf den Glykolattransport besitzt. Dies wäre eine weitere mögliche Erklärung für die 
niedrige Glykolatproduktion der Doppelmutanten ohne EZA: Gegebenenfalls ermöglicht die Doppel-
mutation zwar eine theoretisch hohe Glykolatbildungsrate, das Exkretionssystem der Zelle ist jedoch 
nicht an diese (im Wildtyp nicht vorkommenden) hohen Glykolatkonzentrationen angepasst.  
Insgesamt bedarf der Glykolat-Transportmechanismus und seine Steuerung in Chlamydomonas 
noch weiterer Aufklärung. Hierzu könnte zum Beispiel die Glykolatexkretion in Mutanten mit einem 
Knockout oder einer Überexpression im PGGL1- und/oder BASS6-Gen untersucht werden und ihre 
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Reaktion auf EZA-Zugabe und/oder Glykolatdehydrogenaseinhibitoren. Im Vergleich mit dem nicht-
mutierten Wildtyp sollte ersichtlich werden, ob und in welchem Umfang EZA Einfluss auf den Trans-
portmechanismus von Glykolat hat. Für hohe Glykolatexkretionsraten muss nicht nur der Stoffwechsel 
der Zelle optimiert werden, wie es im Falle der Doppelmutanten durch den gleichzeitigen Knock-Out 
der CCMs und der Glykolatdehydrogenase bereits passiert ist – auch der rasche Transport des entste-
henden Glykolats aus der Zelle hinaus muss der erhöhten Bildungsrate gerecht werden können. Andern-
falls stirbt die Kultur unter glykolatproduzierenden Bedingungen durch dessen toxische Wirkung rasch 
ab. Denkbar ist auch, dass die Glykolatbildung bei unzureichendem Export gehemmt wird und damit 
unter ihrem theoretischen Potential bleibt, damit die Zelle sich nicht selbst vergiftet. Auch unabhängig 
von einer vermeintlichen Wirkung von EZA auf diesen Transportmechanismus könnte sich somit durch 
eine Optimierung des Exportmechanismus, z.B. durch Überexpression der entsprechenden Transporter, 
die Glykolatexkretionsrate in den Doppelmutanten weiter steigern lassen. 
 
4.8 Steigerung der Glykolatexkretion in der Doppelmutante D6: ein Ausblick 
Ziel des Projekts war die Herstellung einer glykolatproduzierenden Doppelmutante, die ohne den 
Zusatz von Glykolat auskommt. Im Kurzzeitversuch über 6 Stunden wies in Abwesenheit von EZA 
keine der neuen Doppelmutanten nennenswerte Glykolatproduktionsraten auf. Wie in 4.7 diskutiert, 
könnte dies u.a. auf verschiedene konstitutiv aktive Mechanismen der CO2-Aufkonzentrierung in der 
Zelle zurückzuführen sein. Im mehrtägigen Langzeitversuch zeigte sich jedoch ein anderes Bild. Erfreu-
licherweise wies die Doppelmutante D6 Glykolatexkretionsraten auf, die bei 6,2 µmol Glykolat (mg Chl 
a)-1 h-1 lagen. Die Raten fielen zwar geringer aus als die des im Projekt bisher verwendeten Wildtyps. 
Allerdings blieben sie, anders als im Wildtyp, auch ohne die Zugabe von EZA über mehrere Tage stabil. 
D4 und D5 waren dagegen im Langzeitversuch nicht fähig, nennenswerte Mengen an Glykolat zu 
produzieren. Dass D6 eine gewisse Menge an Glykolat im Medium akkumulierte, deutet offensichtlich 
auf eine abweichende zugrundeliegende Physiologie hin. Anscheinend akklimatisierte sich diese Mu-
tante nach einiger Zeit an die veränderten Gasbedingungen. Ein solch mehrtägiger Akklimatisierungs-
effekt würde erklären, warum die erhöhten Raten im Kurzzeitversuch nicht sichtbar waren. 
Ein vergleichbarer Akklimatisierungseffekt ist bereits aus Versuchen mit dem Wildtyp unter EZA-
Zugabe bekannt. Hier konnte beobachtet werden, dass die Glykolatexkretionsrate erst nach zwei Tagen 
unter photorespiratorischen Bedingungen ihr Maximum erreichte (Taubert et al., 2019). Der initiale Zu-
stand unter Hemmstoffeinwirkung, z.B. in den ersten Stunden der Sauerstoffbegasung, stellt demnach 
nicht unbedingt das physiologische Maximum der stammspezifischen Glykolatproduktion dar – es 
scheint zudem ein zeitlich abhängiger Steigerungseffekt zu bestehen. Der zugrundeliegende Akklimati-
sierungsmechanismus könnte sowohl beim Wildtyp als auch bei D6 ein ähnlicher sein und somit EZA-
unabhängig eintreten. Dies würde bedeuten, dass auch beim Wildtyp ohne EZA-Zugabe nach einiger 
Zeit eine Steigerung der Glykolatexkretionsrate sichtbar sein müsste, sobald die Zellen sich an die pho-
torespiratorischen Bedingungen akklimatisiert haben. Allerdings wäre dieser Effekt physiologisch wohl 
 
109 
schwierig zu beobachten, da die gleichzeitige Absenkung der Glykolatproduktionsraten durch die Akti-
vierung der funktionsfähigen CCMs seine Wirkung überlagern würde. Für das Projekt, das zum Ziel die 
Herstellung einer Glykolat-Hochleistungsmutante hatte, ist ein solches Experiment von untergeordneter 
Bedeutung. Ohne EZA wären im Wildtyp selbst nach Akklimatisierung keine sonderlich hohen Raten 
zu erwarten, aufgrund der gleichzeitigen Aktivität von CCMs und Glykolatdehydrogenase. 
Bei den Stämmen D4 und D5 war ein derartiger Anpassungsmechanismus nicht zu beobachten. D4 
und D5 sind zwar aus den gleichen Elternstämmen hervorgegangen wie D6, stammen allerdings nicht 
aus derselben meiotischen Teilung. Interessant ist hierbei, dass die Mutante D6 im Vergleich zu ihren 
beiden Geschwisterstämmen in jeglicher Hinsicht die überlegene Physiologie aufwies. Neben den 
höchsten Glykolatproduktionsraten zeigte sie im Screening zudem die beste Wachstumsleistung, außer-
dem die höchste photosynthetische Effizienz. Ihre höhere Anpassungsfähigkeit kann also auf eine ge-
nerell überlegene Fitness und physiologische Robustheit im Gegensatz zu D4 und D5 zurückzuführen 
sein. 
Ohne EZA erreichte die Glykolatproduktion von D6 etwa 30 % des Potentials, das unter gleichen 
Bedingungen mit EZA-Zugabe möglich war. Die Rate der Glykolatproduktion, die eine Zelle erreichen 
kann, wird unter vergleichbaren äußeren Bedingungen hauptsächlich vom O2/CO2-Verhältnis im Um-
feld der Rubisco diktiert, also von dem Verhältnis zwischen Carboxylierung und Oxygenierung. Je hö-
her der Anteil an Oxygenierungsreaktionen ausfällt, desto höher ist die Glykolatbildungsrate. Die phy-
siologische Folge der Carboxylierungsreaktion zeigt sich dagegen im fortschreitenden Biomassezu-
wachs der Kultur. Im Optimalfall sollte das Verhältnis beider Reaktionen so reguliert sein, dass der 
Biomassezuwachs stagniert und der akkumulierte Kohlenstoff maximal in Glykolat fixiert wird.  
Bei der Mutante D6 scheint das Verhältnis beider Reaktionen noch nicht optimal eingestellt. Paral-
lel zur Glykolatbildung konnte über den Versuchszeitraum hinweg auch ein Biomassezuwachs beobach-
tet werden. Um die Carboxylierungsreaktion zugunsten einer erhöhten Oxygenierungsreaktion zu un-
terdrücken, müssen korrekte Gaseinstellungen gefunden werden mit einem für den Stamm D6 idealen 
Verhältnis von CO2/O2. Dies könnte zu einer weiteren Steigerung der Glykolatexkretionsrate führen, 
wenn mehr Kohlenstoff in die Glykolatproduktion statt in den Biomassezuwachs fließt.  
Zudem ist vorstellbar, dass die Mutante aufgrund des veränderten Metabolismus empfindlicher auf 
den Sauerstoffstress reagiert. Neben der Suche nach dem idealen Begasungsverhältnis könnte hier auch 
beim Umschalten von Wachstums- auf Glykolatbildungsphase ein langsames Absenken der CO2-Kon-
zentration bzw. eine langsame Erhöhung der O2-Konzentration vorteilhaft sein. Dies könnte den Zellen 
helfen, schonend an diesen Stresszustand zu adaptieren. Hierfür sind noch weitere Langzeitversuche 
nötig, die vielleicht auch Aufschluss geben können über die Art und Weise, wie sich die Doppelmutation 
auf die Physiologie der Zelle auswirkt.  
Die erfolgreiche Erzeugung der Doppelmutante D6 ist damit als ein erster Schritt zu sehen, eine 
EZA-unabhängige Hochleistungsmutante für die Glykolatproduktion zu züchten. In der späteren An-
wendung könnte diese Mutante oder ein verbesserter Nachfolger u.a. anstelle des Wildtyps zum Einsatz 
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kommen, wenn der gekoppelte Bakterienreaktor eine Spezies enthält, für die sich EZA in den verwen-
deten Konzentrationen als toxisch erweist. Darüber hinaus besteht die Möglichkeit, die Doppelmutante 
durch Einkreuzen zusätzlicher wildtypischer Gene aufzuwerten. Genauso können gezielt weitere Stoff-
wechselmutationen eingekreuzt werden, die die Physiologie und speziell die Glykolatproduktion ver-
bessern, sobald Folgeversuche nähere Hinweise auf die konkreten physiologischen Auswirkungen der 
Doppelmutation liefern. Insgesamt zeigt die vorliegende Arbeit somit, welches Potential für die grüne 
Biotechnologie die konventionelle Zucht von Chlamydomonas eröffnen kann. Sie kann für sich oder 
auch im Zusammenspiel mit genetic engineering dazu dienen, in Zukunft weitere Algenstämme für die 
































Klimaschutz und die Umstellung unserer Energieversorgung auf nachwachsende Rohstoffe und 
Energieträger gehören zu den zentralen Herausforderungen des 21. Jahrhunderts. Dabei stehen einzel-
lige Mikroalgen schon seit längerem im Fokus der biotechnologischen Forschung. Wie alle photosyn-
thetischen Organismen besitzen sie die Fähigkeit, mittels Sonnenenergie CO2 aus der Atmosphäre zu 
fixieren und in Biomasse umzusetzen. Mikroalgen besitzen jedoch im Vergleich zu Landpflanzen einen 
höheren energetischen Wirkungsgrad und ihre Anzucht steht nicht in Konkurrenz zur Verfügbarkeit 
kostbaren Ackerlands (Dismukes et al., 2008). Als typischer Modellorganismus ist die Grünalge 
Chlamydomonas reinhardtii besonders gut untersucht. Es existiert bereits ein umfangreiches Repertoire 
an Werkzeugen zur Manipulation ihrer Genome im Nukleus, Mitochondrium oder Chloroplast, was 
Chlamydomonas u.a. als Expressionssystem für biotechnologische Produkte interessant macht (Scran-
ton et al., 2015). Des Weiteren ist sie bisher die einzige Mikroalge, für welche Protokolle zur konventi-
onellen Kreuzung existieren.  
Als photosynthetisch aktiver Organismus ist Chlamydomonas reinhardtii auf eine zuverlässige 
Kohlenstoffversorgung aus der Umgebung angewiesen. Niedrige Konzentrationen an CO2 und dement-
sprechend höhere O2-Konzentrationen induzieren in den Zellen den photorespiratorischen Stoffwech-
selweg. Hierbei wird von der Ribulose-1,5-bisphosphat-carboxylase/-oxygenase (Rubisco), dem Schlüs-
selenzym der Photosynthese, O2 statt CO2 fixiert. Als eines der ersten Produkte entsteht dabei Glykolat, 
welches toxisch auf die Zelle wirkt. Grünalgen können Glykolat daher ins umgebende Medium aus-
scheiden (Tolbert und Zill, 1956; Nelson und Tolbert, 1969; Moroney et al., 1986). Dies schützt die 
Zelle zwar vor den toxischen Folgen, bedeutet allerdings gleichzeitig einen Kohlenstoffverlust.  
Um den Kohlenstoffverlust durch die Photorespiration zu reduzieren, besitzt Chlamydomonas zwei 
Strategien. Zum einen werden bei niedriger CO2-Umgebungskonzentration bereits nach kurzer Zeit koh-
lenstoffkonzentrierende Mechanismen (carbon concentrating mechanisms, CCMs) aktiviert. Diese Re-
gulierungsmechanismen ermöglichen es den Zellen, hohe Mengen an CO2 im Umfeld der Rubisco an-
zureichern und somit die Photorespiration zu unterdrücken. Hierbei spielen Carboanhydrasen (CAs) und 
weitere Ci-Transporter eine wichtige Rolle. Zum anderen wird das entstehende Glykolat rasch durch die 
Glykolatdehydrogenase (GYD) verstoffwechselt und der Kohlenstoff somit zurückgewonnen. Beide 
Mechanismen wirken der Glykolatexkretion entgegen (Spalding, 2008).  
Glykolat kann biotechnologisch genutzt werden als Ausgangssubstrat für die Herstellung von z.B. 
Biomethan oder anderer industriell wertvoller Substanzen. Um Chlamydomonas als nachhaltige Glyko-
lat-Fabrik nutzen zu können, muss jedoch die Photorespiration der Zelle über die Einstellung eines int-
razellulären idealen O2/CO2-Verhältnisses gesteuert werden. Ziel ist es, den fixierten Kohlenstoff maxi-
mal als Glykolat auszuscheiden, statt in neu entstehender Biomasse zu speichern. Dies gelingt nur, wenn 
die CCMs der Zelle langfristig unterdrückt sind und keine nachträgliche Anreicherung von CO2 statt-
findet. Phänotypisch ist die Hemmung der CCMs möglich über Zugabe des Sulfonamids EZA. Diese 
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Substanz wirkt als Inhibitor der CAs. Zudem existieren bereits Mutanten, in denen die CCMs ausge-
schaltet sind. Dies wurde über eine loss-of-function-Mutation im cia5-Gen verwirklicht, welches als 
„master regulator“ die Aktivierung der CCMs induziert (Fukuzawa et al., 2001; Xiang et al., 2001). 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit lag in der Entwicklung einer Hochleistungsmutante für die bio-
technologische Produktion von Glykolat. Dies soll durch die konventionelle Kreuzung verschiedener 
Chlamydomonas-Mutanten geschehen, in denen die Expression des cia5-Gens (und damit die CCMs) 
bzw. die Aktivität der GYD inhibiert sind. Für die entstehenden Doppelmutanten, in denen die beiden 
der Glykolatexkretion entgegenwirkenden Mechanismen unterdrückt sind, wurde daher eine kontinu-
ierlich hohe Glykolatproduktionsrate erwartet. 
Aus einer einmaligen Kreuzung der Einfachmutanten war jedoch die Erzeugung einer für die bio-
technologische Industrie nutzbare Mutante nicht zu erwarten. Es stellte sich heraus, dass die beiden 
vorliegenden Mutanten CC-2702 cia5 und Jonikas GYD im Vergleich zu Chlamydomonas-Wildtypen 
nur niedrige Photosynthese- und Glykolatexkretionsraten besaßen und ein schlechtes Wachstum zeigten.  
Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass Jonikas GYD keine funktionale Zellwand besaß, die al-
lerdings die Zellen bei der späteren Anwendung im Bioreaktor vor Beschädigungen durch die wirkenden 
Scherkräfte schützt. Das Kreuzungsvorhaben zur Erzeugung der Doppelmutante sollte daher in zwei 
Teilschritten erfolgen. Im ersten Schritt sollte zunächst die cia5- bzw. GYD-Mutante mit einem effi-
zienten Wildtyp gekreuzt werden, um die physiologische Effizienz der Mutanten zu verbessern. Die 
entstehenden Nachkommen der zweiten Generation sollten im anschließenden Schritt untereinander ge-
kreuzt werden, um eine Doppelmutante zu erhalten.  
Für die Auswahl der in jedem Kreuzungsschritt geeigneten Wildtypen und Mutanten wurde ein 
Screening-Prozess entwickelt, der aufgrund der erwarteten hohen Menge an auszulesenden Nachkom-
men zeitsparend und gleichzeitig aussagekräftig sein musste. Dabei erwiesen sich hauptsächlich drei 
Messparameter als wichtig. 1) Eine hohe Wachstumsrate war für eine schnelle Zunahme der Biomasse 
in der initialen Anzuchtsphase im Reaktor erforderlich. Außerdem konnte nachgewiesen werden, dass 
eine hohe Wachstumsrate mit einer hohen Glykolatproduktionsrate korreliert, d.h. unter glykolatprodu-
zierenden Bedingungen wird der ansonsten in Biomasse fixierte Kohlenstoff in Glykolat umgeleitet. 2) 
Über die maximal erreichbare Photosyntheserate, Pmax, konnte die biochemische Kapazität der Kohlen-
stoff-Assimilation eines Stammes abgeschätzt werden. Glykolat steht als eines der ersten Produkte nach 
der Kohlenstoff-Fixierung durch die Rubisco. Wie erwartet korrelierte das Pmax eines Stammes damit 
ebenfalls positiv mit seiner Glykolatbildungsrate. 3) Neben der Wachstumsrate und Pmax wurden auch 
die tatsächlich erreichten Glykolatbildungsraten der Stämme bestimmt. 
Der Vergleich sechs verschiedener Wildtypen zeigte, dass trotz der recht nahen Verwandtschaft 
dieser Stämme beträchtliche Unterschiede in ihrer physiologischen Leistungsfähigkeit existierten. Die 
phototrophen Wachstumsraten in stärkerem Licht (300 µmol m-2 s-1) variierten um bis zu dem Faktor 
1,7. Die maximalen Photosyntheseraten schwankten um den Faktor 1,3. Als für die Zwecke dieser Ar-
beit effizienteste Wildtypen gingen die beiden nah miteinander verwandten Stämme 11-32b (CC-409) 
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und CC-410 hervor. Verglichen mit den Literaturwerten anderer Wildtypenstämme wiesen sie über-
durchschnittlich hohe Photosyntheseraten auf. Die physiologischen Unterschiede deuten darauf hin, 
dass die untersuchten Wildtypen auf genetischer Ebene an Licht unterschiedlicher Qualitäten sowie an 
ein unterschiedliches Nährstoffangebot adaptiert sind. Dies ist wohl auf ihre unterschiedlichen Lage-
rungsbedingungen in einzelnen Laboren zurückzuführen. Die hohe Teilungsrate der Chlamydomonas-
Zellen begünstigte die rasche Akkumulation verschiedener Mutationen und führte zur Ausprägung un-
terschiedlicher Geno- und Phänotypen und damit zu einer Vielfalt an unterschiedlichen biotechnologi-
schen Potentialen. Der physiologische Vergleich in dieser Arbeit demonstriert somit, wie entscheidend 
die sorgfältige Vorauswahl des Wildtypenstammes für ein biotechnologisches Projekt sein kann. 
Die Kreuzung der ausgewählten Wildtypen- und Mutantenstämme ergab mehrere potentielle neue 
cia5- und GYD-Mutanten zweiter Generation. Das Vorliegen des mutierten GYD-Gens in den Nach-
kommen K1 bis K22 wurde jeweils durch den Nachweis der destruktiven Insertionskassette in einem 
PCR-Screening ermittelt. Dagegen zeichneten sich unter den Nachkommen M1 bis M10 solche mit einer 
cia5-Mutation dadurch aus, dass ihnen im Gegensatz zum Wildtyp kein phototrophes Wachstum unter 
atmosphärischen CO2-Konzentrationen möglich war. Nachdem auf diese Weise insgesamt mehrere neue 
Mutantenstämme ermittelt werden konnten, wurde untersucht, wie das Einkreuzen der wildtypischen 
Gene die ursprüngliche Physiologie der Mutantenlinie beeinflusst hatte. Insbesondere für die beiden 
Mutanten M5 cia5 und K14 GYD stellte sich dabei heraus, dass die Raten von Wachstum, maximaler 
Photosyntheseleistung und Glykolatproduktion signifikant gegenüber ihren Mutantenelternteilen gestei-
gert waren. Trotz Beibehaltung der cia5- bzw. GYD-Mutation glichen diese Stämme in den betrachteten 
physiologischen Merkmalen stärker ihren wildtypischen Elternstämmen. Die Arbeit zeigt somit erstma-
lig, dass die konventionelle Züchtung auch bei Mikroalgen eine geeignete Strategie zur Verbesserung 
komplexer physiologischer Merkmale darstellt.  
Durch die Kreuzung von M5 cia5 und K14 GYD entstanden in dritter Generation Doppelmutanten 
(cia5 GYD). Auf physiologischer Ebene konnte gezeigt werden, dass in der Doppelmutante unter CO2-
Mangel kein nachträglicher Abfall der Glykolatproduktionsraten stattfindet und somit keine zeitliche 
Aktivierung der CCMs. Auch die GYD-Mutation konnte erneut auf genetischer Ebene belegt werden. 
Wider Erwarten lagen die Glykolatproduktionsraten der Doppelmutanten ohne EZA-Zugabe allerdings 
niedrig und der erhoffte additive Effekt der GYD- und cia5-Mutation blieb aus. Bei Zugabe von EZA 
waren jedoch weiterhin vergleichsweise hohen Raten messbar.  
Für diese Diskrepanz sind verschiedene Erklärungen denkbar. Zum einen ist vorstellbar, dass neben 
den bereits bekannten, über cia5 gesteuerten CCMs in Chlamydomonas noch weitere Mechanismen zur 
zellulären Kohlenstoffakkumulation existieren. Angesichts der erheblichen Bedeutung, die die Kohlen-
stoffversorgung für die Photosynthese und den Stoffwechsel der Algenzelle hat, wäre dies nicht verwun-
derlich. Es gibt bereits Hinweise darauf, dass neben der Regulation durch cia5 noch weitere Regulations-
systeme zur Kohlenstoffakkumulation existieren könnten. So reagieren einige CAs sowie weitere mögli-
che Ci-Transporter in ihrer Expression nicht nur auf den intrazellulären cia5-Gehalt, sondern unabhängig 
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davon auch auf die CO2-Konzentration der Umgebung (Fang et al., 2012). Trotz Ausfall des cia5-Gens 
könnte somit der Kohlenstoffmangel in der Zelle kompensiert und die Photorespiration und damit die Gly-
kolatexkretion unterdrückt werden. Von Cyanobakterien ist bereits bekannt, dass sie mehrere solcher dis-
tinkter Ci-Akkumulationssysteme besitzen (Shibata et al., 2002). Dass wohl auch bei diesen vermeintli-
chen weiteren Akkumulationssystemen CAs eine tragende Rolle spielen, erklärt die Tatsache, dass die 
Zugabe des CA-Hemmers EZA auch in den Doppelmutanten die Glykolatproduktion steigerte.  
Hinzu kommt, dass bisher wenig über die genaue Wirkweise von EZA bekannt ist. Es kann also 
spekuliert werden, dass EZA neben seiner Wirkung auf die CAs den Stoffwechsel der Chlamydomonas-
Zelle noch auf andere Weise beeinflusst. Weitere mögliche Kandidaten hierfür ließen sich möglicherweise 
im intrazellulären Glykolattransportsystem finden. Während bei der Aufklärung des Mechanismus der 
Kohlenstoffakkumulation via CCMs und der bei CO2-Mangel stattfindenden Glykolatproduktion in den 
letzten Jahren viele neue Erkenntnisse gewonnen wurden, ist wenig über den anschließenden Export von 
Glykolat aus der Zelle heraus bekannt. Zwei Transporter für den Export aus dem Chloroplasten wurden 
bereits entdeckt, PGGL1 (Pick et al., 2013) und BASS6 (South et al., 2017), doch entsprechende Trans-
porter im Plasmalemma sind bis dato unbekannt Für hohe Glykolatexkretionsraten muss nicht nur der 
Stoffwechsel der Zelle optimiert werden, wie es im Falle der Doppelmutanten durch den gleichzeitigen 
Knock-Out der CCMs und der GYD bereits passiert ist – auch der rasche Transport des entstehenden 
Glykolats aus der Zelle hinaus muss einer erhöhten Bildungsrate gerecht werden können. Andernfalls geht 
die Zelle womöglich am toxischen Glykolat zugrunde oder ein entsprechender Rückkopplungseffekt wirkt 
sich hemmend auf die Glykolatproduktion aus. Womöglich ließe sich hiermit die unerwartet niedrige Ex-
kretionsrate der Doppelmutanten erklären. Entsprechend ließe sich die Rate möglicherweise durch eine 
Überexpression der oben genannten Transporter erhöhen. Hierzu sind noch weiterführende Untersuchun-
gen zur Aufklärung des genauen Glykolat-Transportmechanismus in Chlamydomonas nötig. 
Während die Doppelmutanten im Kurzzeitversuch also niedrige Glykolatexkretionsraten zeigten, so 
stellte sich für D6 im mehrtägigen Langzeitversuch heraus, dass Glykolatexkretionsraten sich bis auf 6,2 
µmol Glykolat (mg Chl a)-1 h-1 steigern ließen. Anders als im Wildtyp blieb diese Rate auch ohne die 
Zugabe von EZA über mehrere Tage stabil. Hier schien eine zeitliche Akklimatisierung an die veränderten 
Gaskonzentrationen stattzufinden, wie es bereits im Wildtyp beobachtet werden konnte (Taubert et al., 
2019). Allerdings gab der Versuch auch Hinweise darauf, dass bei D6 das Verhältnis von Oxygenierungs- 
zu Carboxylierungsreaktionen an der Rubisco noch nicht optimal eingestellt ist. In Zukunft könnten daher 
korrekte Gaseinstellungen mit dem idealen Verhältnis von CO2/O2 zu einer weiteren Steigerung der Gly-
kolatexkretionsrate führen. 
Die erfolgreiche Erzeugung der Doppelmutante D6 ist damit als ein erster Schritt zu sehen, eine EZA-
unabhängige Hochleistungsmutante für die Glykolatproduktion zu züchten. Zudem zeigt die vorliegende 
Arbeit, welches Potential die konventionelle Zucht von Chlamydomonas für die grüne Biotechnologie er-
öffnen kann. Sie kann für sich oder auch im Zusammenspiel mit genetic engineering dazu dienen, in Zu-




Climate change and the transition to renewable resources and fuels represent important challenges 
of the 21st Century. Unicellular microalgae have long been the focus of intensive biotechnological re-
search. Like all photosynthetic organisms, they are able to use solar energy to fix atmospheric CO2 and 
turn it into biomass. However, compared to land plants, microalgae show a higher energetic efficiency 
and their cultivation does not compete with valuable arable land (Dismukes et al., 2008). As a model 
organism, the green algae Chlamydomonas reinhardtii has been studied particularly well. An extensive 
repertoire of tools to manipulate its nuclear, mitochondrial or chloroplastic genome is available, making 
Chlamydomonas an interesting expression system for biotechnological products (Scranton et al., 2015). 
Furthermore, Chlamydomonas reinhardtii is the only microalgae for which reliable protocols for con-
ventional crossing and selective breeding have been established until now. 
As a photosynthetic organism, Chlamydomonas reinhardtii is dependent on a reliable carbon sup-
ply. Low ambient CO2 concentrations and high O2 concentrations induce the cellular photorespiratory 
pathway. In this process, ribulose-1,5-bisphosphat-carboxylase/-oxygenase (Rubisco), the key enzyme 
of photosynthesis, fixes O2 instead of CO2. One of the first products of this pathway is glycolate. Due 
to its toxic effect on cells, green algae like Chlamydomonas are able to excrete glycolate into the envi-
ronment (Tolbert and Zill, 1956; Moroney et al., 1986). Although this saves the cells from suffering the 
toxic effects, it results in a significant carbon loss.  
Chlamydomonas relies on two strategies to reduce photorespiratory carbon losses. Firstly, shortly 
after transition to low ambient CO2 concentrations cells activate their carbon concentrations mechanisms 
(CCMs). These regulatory mechanisms enable the cells to accumulate high amounts of CO2 in the vi-
cinity of Rubisco, thus suppressing photorespiration. Carboanhydrases (CAs) and other Ci-transporters 
are essential components of this mechanism. Secondly, the emerging glycolate is quickly metabolized 
by the glycolate dehydrogenase (GYD), so carbon can be regained. Both mechanisms work against the 
glycolate production and, subsequently, excretion rates in the wild type quickly decrease (Spalding, 
2008).  
Glycolate is a chemical of high biotechnological interest with many different applications e.g. as a 
starting metabolite for the production of biomethane or other industrial valuable substances. To use 
Chlamydomonas as sustainable glycolate production platform, the cellular carbon flow must be tuned, 
controlling the ratio of carboxylation/oxygenation at the active site of Rubisco. This can be achieved by 
setting an ideal intracellular O2/CO2 ratio. The aim is to maximize the glycolate excretion, instead of 
storing fixed carbon into newly produced biomass. This approach can only be applied successfully if 
long-term suppression of the cell’s CCMs is guaranteed, so no retroactive accumulation of CO2 will 
inhibit photorespiration. On a phenotypic level, the suppression of the CCMs is possible by adding the 
sulphonamide ethoxyzolamide (EZA). This metabolite works as an inhibitor of CAs. Additionally, mu-
tants with a genetic deactivation of the CCMs have been generated. This was realized by a loss-of-
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function-mutation in the cia5 gene which has been shown to act as a master regulator and induces the 
activation of the CCMs (Fukuzawa et al., 2001; Xiang et al., 2001). 
The aim of this thesis was the development of a high-performance mutant for biotechnological 
glycolate production. This was achieved by a conventional crossing of several Chlamydomonas mutants 
inhibited in their expression of the cia5 gene (and therefore the CCMs) and the activity of the GYD 
respectively. Consequently, resulting double mutants with a suppression in both genes were predicted 
to show high glycolate excretion rates continuously.  
However, the generation of a double mutant suitable for biotechnological production could not be 
expected from a simple one-time crossing of the two available single mutants. Compared to the Chla-
mydomonas wild type, both existing mutants, CC-2702 cia5 and Jonikas GYD, showed only low pho-
tosynthetic and glycolate excretion rates and slow growth. Furthermore, Jonikas GYD seemed to lack a 
functional cell wall that could protect the cells from destructive shear force in the reactor. Consequently, 
a two-step breeding strategy was applied. For the first step the cia5 and GYD mutant were crossed with 
an efficient wild type to improve the physiological efficiency of the original mutants. Next, in a second 
step the resulting offspring strains were crossed among each other yielding several double mutants. 
For the selection of suitable wild types and mutants for the crossing steps, a screening process was 
developed. Considering the expected high amount of mutant offspring, the screening needed to be both 
economic and comprehensive. The importance of three parameters was proven : 1) A high growth rate 
was advantageous for a quick increase in biomass during the initial cultivation phase of the reactor. In 
addition, it was shown that high growth rates correlated with high glycolate production rates i.e. during 
the glycolate production phase the amount of carbon that was normally fixed as biomass was redirected 
into glycolate. 2) Via the maximum photosynthesis rate, Pmax, a strain’s biochemical capacity of carbon 
assimilation could be estimated. Glycolate is one of the first products after the carbon fixation by Ru-
bisco. As expected, Pmax correlated positively with the strains’ glycolate production rate. 3) In addition 
to growth rates and Pmax, the strains’ actual glycolate production rates were determined as well.  
The comparison of six different wild type strains showed significant differences in their physiolog-
ical efficiency, despite their common genetic heritage. Phototrophic growth rates in strong light (300 
µmol m-2 s-1) varied up to a factor around 1,7. Maximal photosynthetic rates varied around factor 1,3. 
The most efficient wild types for the purposes of this work were proven to be 11-32b (CC-409) und CC-
410, both closely related to each other. Compared to literature values of other wild types they showed a 
higher photosynthetic rate than average. The physiological variance in the studied wild type strains 
points to their unique genetic adaptation to light of different qualities, as well as to different nutrient 
supplies. This can most likely be explained by their different storage conditions in individual laborato-
ries over time. Since reproduction rates of Chlamydomonas cells are high, they encourage a quick accu-
mulation of mutations resulting in the gradual expression of different geno- and phenotypes, each with 
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their own biotechnological potentials. The physiological comparison presented in this thesis demon-
strates how biotechnological projects can benefit from a careful preselection of the available wild types 
to single out an efficient strain with desirable traits. 
The crossing of the selected wild type and mutant strains yielded several potential new GYD and 
cia5 mutants in the second generation (K1 – K22 and M1 – M10, respectively). The mutated GYD gene 
in the progeny K1 – K22 was detected by screening for the destructive insertion cassette via colony 
PCR. At the same time, among the progeny M1 – M10, cia5 mutants were characterized by their inability 
to grow phototrophically under atmospheric CO2 concentrations. After the identification of several new 
mutant strains, the influence of crossbreeding with wild types to the original mutant physiology was 
analysed. It was shown that in particular the mutants M5 cia5 and K14 GYD significantly increased 
their rates of photosynthesis and glycolate production when compared to their mutant parents. Even 
though these new strains maintained the cia5 and GYD mutations respectively, their physiological char-
acterization resembled their more efficient wild type parents. To the author’s best knowledge, this work 
demonstrates for the first time how conventional breeding can be used for microalgae as a strategy to 
improve several complex physiological traits at the same time.  
From the crossing of M5 cia5 with K14 GYD a third generation of double mutants emerged (cia5 
GYD). On a physiological level the double mutants showed no subsequent decrease in glycolate pro-
duction under CO2 deficiency i.e. no activation of CCMs. Again, the presence of the GYD mutation 
could be detected on a genetic level. Contrary to expectations though, the glycolate production rates of 
the double mutants were low and no additive effect was observed concerning the combination of the 
cia5 and GYD mutations. When adding EZA, comparatively high rates of glycolate production could 
still be measured.  
There are several possible explanations for this discrepancy. Firstly, there could be other mecha-
nisms for the cellular accumulation of carbon next to the already known regulation controlled by cia5. 
This is not inconceivable considering how significant a constant reliable flow of carbon is for photosyn-
thesis and the metabolism of algae cells. Some earlier discoveries already suggest the existence of such 
additional Ci regulation systems in Chlamydomonas. For example, the expressional regulation of CAs 
as well as other possible Ci transporters not only react to the intracellular amount of cia5 but also to 
ambient CO2 levels (Fang et al., 2012). Hence, the lack of carbon inside the cell could be compensated, 
despite the knockout of the cia5 gene and photorespiration, as well as glycolate production, would be 
suppressed. For cyanobacteria the existence of several distinctive Ci accumulation systems has already 
been shown (Shibata et al., 2002). The fact that CAs probably play a major role in these putative addi-
tional accumulation systems could explain how the addition of the CA inhibitor EZA led to an increasing 
glycolate production in the double mutants.  
Secondly, not much is known about the exact effects of EZA. It could be speculated that, in addition 
to its CA inhibiting effect, EZA affects the metabolism of Chlamydomonas cells in further ways. Some 
possible recipients could be the components of the glycolate transport system. While there has been 
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great research progress in the last years that was able to shed some light on the mechanism of carbon 
accumulation via CCMs and the glycolate production induced by lack of CO2, little is known about the 
subsequent export of glycolate. Two transporters responsible for glycolate allocation have recently been 
discovered: PGGL1 (Pick et al., 2013) and BASS6 (South et al., 2017), but the corresponding transport-
ers inside the plasmalemma are still to be identified. To maximise glycolate excretion rates not only the 
cell’s metabolism has to be optimised accordingly, as has been done by the knockout of the CCMs and 
the GYD in the double mutants – the export system has to keep up with the increased glycolate produc-
tion rates as well. Failing this, the cells might perish as a result of the toxic effects of accumulated 
glycolate. Another possibility could be the activation of a feedback mechanism that suppresses glycolate 
production. Such effects might explain the mutants’ unexpectedly low excretion rates. Accordingly, the 
rates might be increased if aforementioned transporters can be over-expressed. At this point further re-
search is required to better understand and optimise the glycolate transport mechanism in Chlamydomo-
nas.  
While the double mutants showed low glycolate excretion rates in short-term experiments, the ex-
cretion rate of D6 could be increased to 6,2 µmol glycolate (mg Chl)-1 h-1 in long-term experiments 
lasting several days. Unlike in the wild type, the double mutant’s rate remained constant for several days 
even without addition of EZA. It seems likely that D6 can acclimate to the changing gas concentrations 
leading to a better production performance. A similar effect was already observed for the wild type 
under EZA (Taubert et al., 2019). At the same time, it seems likely that the ratio between oxygenation 
and carboxylation at the active site of the Rubisco is not yet optimal for the double mutant D6. In the 
future improved gas conditions with an ideal ratio of CO2/O2 could result in a further increase of glyco-
late excretion rates.  
In conclusion the successful development of the double mutant D6 can be seen as a first step in the 
creation of an EZA independent high-performance mutant for glycolate production. Additionally, this 
work demonstrates the potential for green biotechnology that systematic conventional breeding of Chla-
mydomonas could unlock. Thus, breeding strategies, on their own or in combination with genetic engi-
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IV.   Anhang 




Abb. IV.1: PCR der Kreuzungsprodukte K1 – K6 sowie der beiden Elternstämme 11-32b (WT) und Jonikas 
GYD (GYD). Die Primerpaare richteten sich jeweils gegen das fus1- bzw. mid-Protein und gegen das GYD-Gen. 









Abb. IV.2: PCR der Kreuzungsprodukte K7 – K12 sowie der beiden Elternstämme 11-32b (WT) und Joni-
kas GYD (GYD). Die Primerpaare richteten sich jeweils gegen das fus1- bzw. mid-Protein und gegen das GYD-








Abb. IV.3: PCR der Kreuzungsprodukte K13 – K22 sowie der beiden Elternstämme 11-32b (WT) und Jo-
nikas GYD (GYD). Die Primerpaare richteten sich jeweils gegen das fus1- bzw. mid-Protein und gegen das GYD-





IV.2  Übersicht über die Ergebnisse der Kreuzungen 
 
Tab. IV.1: Übersicht zum Screening der Kreuzungsprodukte aus der Kreuzung 11-32B WT x Jonikas GYD. 
Von den 22 potentiellen Kreuzungsprodukten konnten 11 durch den Nachweis des wildtypischen fus1-Gens sicher 
als Kreuzungsprodukte identifiziert werden. Davon wiesen 5 Stämme das mutierte GYD-Gen auf: K4, K9, K14, 
K17 und K22. Für K4, K14, K17 und K22 konnte zudem eine funktionale Zellwand nachgewiesen werden. 
Name „Plus“-Paarungstyp (fus1-Gen) Mutiertes GYD-Gen Funktionale Zellwand 
K1    
K2    
K3    
K4    
K5    
K6    
K7    
K8    
K9    
K10    
K11    
K12    
K13    
K14    
K15    
K16    
K17    
K18    
K19    
K20    
K21    















Tab. IV.2: Übersicht zum Screening der Kreuzungsprodukte aus der Kreuzung CC-410 WT x CC-2702 
cia5. Unter den insgesamt zehn potentiellen Kreuzungsprodukten wiesen sechs das mid-Gen auf und konnten da-
mit eindeutig als Kreuzungsprodukte identifiziert werden. In zwei davon, in M2 und M5, konnte zudem das mu-
tierte cia5-Gen nachgewiesen werden. 
Name „Minus“-Paarungstyp (mid-Gen) Mutiertes cia5-Gen 
M1   
M2   
M3 /  
M4 /  
M5   
M6   
M7   
M8   
M9   
M10   
 
 
Tab. IV.23:  Übersicht zum Screening der Kreuzungsprodukte aus der Kreuzung K15 GYD x M5 cia5.  
Unter den insgesamt zehn potentiellen Kreuzungsprodukten wiesen drei das mutierte GYD- und cia5-Gen auf: 
die Doppelmutanten D4, D5 und D6. 
Name Mutiertes GYD-Gen Mutiertes cia5-Gen Paarungstyp 
D1   Minus 
D2   Plus 
D3   Plus 
D4   Minus 
D5   Plus 
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